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1 Zusammenfassung
Legionella pneumophila ist ein ubiquitär in der Umwelt vorkommendes Bakterium,
das sich intrazellulär in Protozoen vermehrt. Über Aerosole aus schlecht gewarte-
ten Wassersystemen kann L. pneumophila in die menschliche Lunge gelangen und
sich dort in alveolaren Makrophagen sowie Lungenepithelzellen replizieren. Durch
die Ausbreitung des Bakteriums in der Lunge kann es zu starken Schädigungen des
pulmonalen Gewebes kommen, was oft in einer schweren, atypischen Lungenentzün-
dung resultiert. Die sogenannte Legionärskrankheit kann in 15-20 % der Fälle tödlich
verlaufen. Verantwortlich für die Pathogenität von L. pneumophila sind eine Vielzahl
an Virulenzfaktoren.
Die Zink-Metalloprotease ProA ist das am meisten sezernierte Protein von L. pneu-
mophila und weist Homologien zur Elastase LasB aus P. aeruginosa und Thermolysin
aus B. thermoproteolyticus auf. Eine Aufschlüsselung der Kristallstruktur von ProA er-
folgte jedoch bis dato nicht. Bei alleiniger intranasaler oder intratrachealer Applikation
im Meerschweinchen kann sie Blutungen und Gewebsnekrosen des Lungenepithelge-
webes hervorrufen, die denen einer Legionelleninfektion ähneln. Zelluläre Infektions-
versuche führten bislang jedoch zu kontroversen Ergebnissen in Bezug auf die Rolle
von ProA bei der Vermehrung und Pathogenität von L. pneumophila.
Der erste Teil dieser Arbeit befasste sich mit der Optimierung der Produktion, Rei-
nigung und Kristallisation der Protease. Im zweiten Teil wurden vielfältige, ProA-
abhängige Phänotypen in Bezug auf das Wachstum, der Sekretion, der Verbreitung
und der Virulenz von L. pneumophila identifiziert sowie weitere Legionella-Proteasen
untersucht. Der dritte Teil beschäftigte sich mit dem Einfluss von ProA auf die proin-
flammatorische Antwort des Wirtes.
Im Rahmen dieser Arbeit konnte natives ProA erfolgreich mittels Ammoniumsulfatfäl-
lung und Anionenaustauschchromatographie isoliert sowie die rekombinante Produk-
tion und Reinigung optimiert werden. Unter Anwendung verschiedener Chromatogra-
phiemethoden wurde das rekombinante ProA über den Hexahistidin-Tag mit hohem
Reinheitsgrad gewonnen. Es konnte eine maximale Ausbeute von 3-5 mg reinem, re-
kombinantem ProA aus 2 L Kultur erzielt werden. Erste Kristallisationsversuche zeig-
ten Kristallbildungen insbesondere unter Zusatz von PEG.
Bei Wachstumsversuchen in YEB konnte für ProA kein Einfluss auf das Wachstum von
L. pneumophila festgestellt werden. Jedoch zeigte sich, dass ProA den größten Anteil
der extrazellulären Proteaseaktivität ausmacht. In CDM wurde für die proA-defiziente
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Mutante ein leicht verzögertes Wachstum detektiert. Jedoch wurde via SDS-PAGE und
Western Blot festgestellt, dass ProA bei Wachstum in CDM nur in sehr geringen Men-
gen im Kulturüberstand vorhanden ist. Die Produktion von ProA konnte nicht durch
Zugabe verschiedener Proteinquellen oder Ca2+ erhöht werden.
Massenspektrometrische Analysen ergaben, dass, im Vergleich zum Wildtyp, viele se-
kretorische Proteine im Kulturüberstand der proA-defizienten Mutante reduziert oder
nicht vorhanden waren. Die Auswirkungen dieses veränderten Sekretoms wurden an-
hand zweier vermindert im Sekretom der proA-defizienten Mutante vorkommenden
Proteine, KatG und LpC_3106, näher untersucht. Dabei zeigte sich, dass das veränder-
te Sekretom möglicherweise eine massive Auswirkung auf das Überleben von L. pneu-
mophila in der Umwelt hat. In weiteren Analysen konnte für ProA ein Einfluss auf den
für die Sliding Motility von L. pneumophila wichtigen Tensidfilm beobachtet werden.
Infektionen von A. castellanii, V. vermiformis und THP-1-Makrophagen ergaben in al-
len Wirtsmodellen eine Rolle für ProA in der frühen Phase der Infektion sowie der
intrazellulären Replikation. ProA hat weiterhin einen Einfluss auf die Vermehrung von
L. pneumophila in humanen Lungengewebsexplantaten (HLTEs) und ist hauptverant-
wortlich für die Schädigung des Gewebes.
In dieser Arbeit konnte weiterhin gezeigt werden, dass ProA monomeres FlaA degra-
diert und so die Flagellin-vermittelte TLR5-Aktivierung, sowohl bei hTLR5 exprimie-
renden HEK-Zellen als auch bei Infektion von HLTEs mit L. pneumophila, verhindert.
Bei Infektion von HLTEs konnte weiterhin ein Einfluss von ProA auf die CXCL8-
Produktion im Gewebe beobachtet werden.
Im Rahmen dieser Studien konnte die Aminopeptidase PepN als möglicher Virulenz-
faktor von L. pneumophila identifiziert werden. Dabei wurde für PepN sowohl eine
Rolle bei der Ausbreitung mittels Sliding Motility als auch in der späten Phase der In-
fektion von V. vermiformis beobachtet.
Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse legen den Grundstein für weiterführende Stu-
dien, wie der Aufklärung der Kristallstruktur von ProA. Weiterhin wurden eine Viel-
zahl an neuen Phänotypen identifiziert, die einen wichtigen Beitrag zur Klärung der
Rolle von ProA sowohl beim Überleben von L. pneumophila in der Umwelt als auch
bei der Infektion von Wirtszellen und der Manipulation der proinflammatorischen Ant-
wort liefern.
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Legionella pneumophila is an ubiquitous, environmental bacterium which proliferates
intracellulary within protozoa. It is able to enter the human lung via aerosols arised
from poorly maintained water systems. In the human lung it replicates within alveolar
macrophages and lung epithelial cells. The spread of the bacterium in the lung can
cause severe damage to the pulmonary tissue, often resulting in atypical pneumonia.
This so-called Legionnaires´ disease can be fatal in 15-20 % of the cases. Responsible
for the pathogenicity of L. pneumophila is a variety of virulence factors.
The zinc metalloprotease ProA is the most secreted protein of L. pneumophila and
homologous to the elastase LasB from P. aeruginosa and thermolysin from B. thermo-
proteolyticus. The crystal structure of ProA has not been elucidatedso far. Applicated
intranasally or intratracheally in guinea pigs it can cause bleedings and tissue necrosis
of the lung epithel which are similar to an infection with L. pneumophila. Cellular in-
fection experiments have so far led to controversial results regarding the role of ProA
in proliferation and pathogenicity of L. pneumophila.
The first part of this thesis dealt with the optimization of production, purification and
crystallization of ProA. In the second part diverse, ProA-dependent phenotypes related
to the growth, secretion, spread and virulence of L. pneumophila were identified and
further Legionella-proteases were studied. The third part of this thesis dealt with the
influence of ProA on the proinflammatory response of the host.
In the context of this work, native ProA was successfully isolated by ammonium sul-
fate precipitation and anion exchange chromatography. Additionally the recombinant
production and purification were optimized. Using various chromatographic methods,
recombinant ProA was recovered via the hexa histidine-tag with a high degree of puri-
ty. It was possible to achieve a maximum yield of 3-5 mg pure, recombinant ProA from
2 L culture. First crystallization assays showed crystals in particular with the addition
of PEG.
In growth experiments, ProA was not able to influence the growth of L. pneumophila
in YEB. However, ProA showed the largest contribution to the extracellular protease
activity. In CDM, a slightely lagged growth was detected for the proA-deficient mu-
tant. Via SDS-PAGE and western blot it was found, that ProA is only present in very
small amounts in the culture supernatant when grown in CDM. ProA-production could
not be increased by adding different sources of protein or Ca2+.
Mass spectrometric analysis revealed that, compared to the wildtype, many proteins
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were reduced or not present in the culture supernatant of the proA-deficient mutant.
The effects of this altered secretome were further investigated by means of the two
proteins KatG and LpC_3106, that were reduced in the secretome of the proA-deficient
mutant. It was found, that the altered secretome may have a massive effect on the sur-
vival of L. pneumophila in the environment. In further analyzes, an influence on the
surfactant film, which is important for sliding motility of L. pneumophila, was obser-
ved for ProA.
Infections of A. castellanii, V. vermiformis and THP-1 macrophages showed, that ProA
is important for the early stages of host infection as well as intracellular replication.
Furthermore, ProA influences the proliferation of L. pneumophila in human lung tissue
explants (HLTEs) and is primarily responsible for the tissue damage.
It could be further shown, that ProA degrades monomeric FlaA. Thus, ProA prevents
flagellin-mediated TLR5-activation both in hTLR5-expressing HEK cells and in HL-
TE infection with L. pneumophila. In the case of HLTE infection, an influence of ProA
on the CXCL8 production in the tissue was observed.
Within these studies, PepN was identified as a possible virulence factor of L. pneu-
mophila. PepN was shown to play a role in both sliding motility and the late phase of
V. vermiformis infection.
The results obtained in this work lay the foundation for further studies such as the elu-
cidation of the ProA crystal structure. Furthermore, a large number of new phenotypes
were identified that make a contribution to clarifying the role of ProA in environmental
survival of L. pneumophila, the host infection and the manipulation of the proinflam-
matory response.
4
3 Einleitung
Die Legionärskrankheit wurde erstmals im Jahr 1976 beschrieben, als auf einem Kon-
gress amerikanischer Kriegsverteranen im Bellevue Stratford Hotel in Philadelphia
plötzlich zahlreiche Teilnehmer an einer atypischen Lungenentzündung litten. Von 221
erkrankten Personen starben damals 34 an dem bis dahin völlig unbekannten Erreger.
Den Wissenschaftlern Joseph McDade und Charles Shepard vom Center for Disease
Control (CDC) gelang es ein halbes Jahr später, ein Rickettsien-ähnliches Bakterium
zu isolieren. In Anlehnung an die Veranstaltung und der pulmonalen Symptomatik der
Erkrankung wurde es Legionella pneumophila genannt (Fraser et al., 1977, McDade
et al., 1977). Mit Hilfe eines indirekten Immunfluoreszenztests konnten in den ent-
sprechenden Patientenseren Antikörper gegen diesen Erreger nachgewiesen werden,
wodurch auch eine Reihe früherer Ausbrüche der Krankheit aufgeklärt werden konn-
ten (Osterholm et al., 1983, Ruckdeschel and Ehret, 1993). Dazu gehörte auch eine
im Jahr 1968 erstmals beschriebene, grippeähnlich verlaufende Erkrankung, die sich
mit Hilfe dieses Tests auf L. pneumophila zurückführen ließ. Bei dem sogenannten
Pontiac-Fieber, das nach dem Ausbruchsort in Michigan (USA) benannt wurde, sind
bis heute keine Todesfälle bekannt (Glick et al., 1978, Fields et al., 2002).
3.1 Legionellose und ihre Epidemiologie
Durch Kontakt mit kontaminierten, natürlichen Ressourcen wie Wasser, Luft oder Erde
können Legionellen vom Menschen aufgenommen werden und dort eine Legionellose
auslösen (Stout and Yu, 1997). Der häufigste Transmissionsweg erfolgt über Legio-
nella-haltige Aerosole, welche durch Inhalation in die menschliche Lunge gelangen.
Um eine Legionellose auszulösen ist eine Infektionsdosis von 1 - 100.000 Zellen not-
wendig, die jedoch auch stark vom infizierenden Stamm und dem Gesundheitszustand
der Person abhängt (Fraser et al., 1977, Addiss et al., 1989, Delgado-Viscogliosi et al.,
2005). In den meisten dokumentierten Legionellose-Fällen sind die Infektionsquellen
auf kontaminiertes Trinkwasser zurückzuführen (Brunkard et al., 2011). In einigen
wenigen Ländern, wie z. B. Neuseeland, gilt jedoch die Aufnahme von Legionellen
über Kontakt mit Gartenerde als wichtigster Infektionsherd (Currie et al., 2014). Ei-
ne Mensch-zu-Mensch-Übertragung des Erregers wird stark bezweifelt (Molofsky and
Swanson, 2004).
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Eine Legionellose kann in zwei unterschiedlichen Formen auftreten: als Pontiac-Fieber
oder als Legionärskrankheit. Das Pontiac-Fieber ist eine selbstlimitierende, von Fieber
begleitete Erkrankung, die auf eine Infektion der oberen Atemwege zurückzuführen
ist (Glick et al., 1978, Edelstein, 2007). Die grippeähnlichen Symptome treten meist
innerhalb von 3 Tagen nach der Infektion auf und die Krankheit klingt in der Regel
nach ca. 2-5 Tagen problemlos ab (Tossa et al., 2006). Obwohl das Pontiac-Fieber die
am häufigsten vorkommende Form der Legionellose ist (mehr als 95 % der Fälle), wird
es sehr häufig nicht als solches diagnostiziert (Pancer and Stypulkowska-Misiurewicz,
2003).
Die Legionärskrankheit ist eine potentiell tödlich verlaufende, atypische Pneumonie,
die mit der Infektion der unteren Atemwege einhergeht (McDade et al., 1977). Sym-
ptome wie Kopf-, Muskel- und Thoraxschmerzen, hohes Fieber, Husten, Diarrhö und
Verwirrtheit treten innerhalb von 2-10 Tagen nach der Infektion auf. Röntgenaufnah-
men zeigen dabei gefüllte Alveolen, fokale Infiltration sowie Lungenverdichtungen mit
oder ohne Pleuraerguss. Im Krankheitsverlauf kann es zu Nierenversagen und respira-
torischer Insuffizienz kommen (Tsai et al., 1979, den Boer et al., 2002, Zhang et al.,
2014, Benin et al., 2002). Gefährdet sind hier vor allem Raucher, ältere Menschen,
Männer, Transplantationspatienten oder Personen mit Vorerkrankungen wie chroni-
schen Lungenkrankheiten oder Diabetes mellitus (Marston et al., 1994, Breiman and
Butler, 1998, Fields et al., 2002).
Seit Einführung der Meldepflicht für die Legionärskrankheit im Jahr 2001 lässt sich
eine stetig ansteigende Inzidenz feststellen. Für das Jahr 2013 wurden dem Robert
Koch-Institut (RKI) in Deutschland insgesamt 922 Fälle der Erkrankung gemeldet.
Einen großen Anteil daran hatte ein Legionellen-Ausbruch in der Stadt Warstein im
August und September 2013. Durch kontaminierte Abwässer einer industriellen Vor-
reinigungsanlage erkrankten 159 Personen an der Pneumonie, in deren Folge zwei
Menschen verstarben (Maisa et al., 2015, Robert Koch-Institut, 2015). Trotz der Mel-
depflicht repräsentieren die erfassten Zahlen nur einen Bruchteil der tatsächlichen Fäl-
le der Legionärskrankheit. Viele Legionellosen werden nicht als solche erkannt, da
bei einer Pneumonie nicht immer spezifisch auf Legionellen getestet wird (Phin et al.,
2014, Robert Koch-Institut, 2015). Oftmals sind die auftretenden Symptome von de-
nen einer durch andere Bakterien wie Pneumokokken ausgelösten Pneumonie nicht zu
unterscheiden (Dickgiesser et al., 1985, Den Boer et al., 2007). Zudem ist die Dia-
gnose schwierig und auf wenige Serotypen beschränkt (Tronel and Hartemann, 2009).
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Nach Angaben des Kompetenznetzwerkes für ambulant erworbene Pneumonien (CAP-
NETZ) geht man allein für Deutschland von 15.000 bis 30.000 Erkrankungen jährlich
aus (von Baum et al., 2008, von Baum and Lück, 2011).
3.2 Allgemeine Merkmale von L. pneumophila
Die Gattung Legionella gliedert sich phylogenetisch in die Familie der Legionella-
ceae ein, die der Klasse der γ-Proteobakterien untergeordnet ist (Benson and Fields,
1998). Derzeit sind 62 verschiedene Spezies bekannt, die 79 Serogruppen umfassen
(Cazalet et al., 2004). Ungefähr die Hälfte der Spezies ist mit humanen Erkrankungen
assoziiert, jedoch sind ca. 84 % der Fälle von Legionärskrankheit auf Legionella pneu-
mophila der Serogruppe I zurückzuführen (Marston et al., 1997, Muder and Yu, 2002,
Yu et al., 2002). Eine Ausnahme bildet hier die Art L. longbeacheae, die im australi-
schen Raum hauptverantwortlich für die Infektion mit Legionellen ist (Steele, 1989).
Zu der Gattung Legionella zählen zusätzlich die Legionella-like Amoebal Pathogens
(LLAP). Diese weisen hohe genomische Ähnlichkeiten zu Legionellen auf, sind je-
doch schwerer zu kultivieren. Die Rolle dieser Bakterien als Humanpathogene ist bis
heute weitestgehend unklar (Marrie et al., 2001, Adeleke et al., 2001, Alli et al., 2003).
Bei L. pneumophila handelt es sich um obligat aerobe, monopolar begeißelte, Gram-
negative Stäbchenbakterien (Abb. 3.1). Sie bilden keine Sporen aus und sind unbekap-
selt. Die Größe des Bakteriums ist stark abhängig von den Wachstumsbedingungen,
der Wachstumsphase und seiner intra- oder extrazellulären Präsenz. Auf festen Medi-
en haben Legionellen üblicherweise eine Länge von 2-20 µm und eine Breite von 0,3-
0,9 µm (Katz et al., 1984, Diederen, 2008). Im Gegensatz zu anderen Gram-negativen
Bakterien weist L. pneumophila eine relativ große Menge an langkettig-verzweigten
Fettsäuren, jedoch keine bis wenige Spuren an Hydroxylsäuren auf (Moss et al., 1983,
Lambert and Moss, 1989). Das Genom von L. pneumophila umfasst 3,3 bis 3,5 Mb
und ca. 3000 verschiedene Gene, sowie bis zu drei unterschiedliche Plasmide (Cazalet
et al., 2004).
L. pneumophila ist Katalase-positiv und lebt chemoorganotroph. Dabei nutzt es vor
allen Dingen Aminosäuren als primäre Energiequelle, weshalb für die Anzucht unter
Laborbedingungen mit L-Cystein und löslichen Eisensalzen angereicherte Nährme-
dien vonnöten sind (Pine et al., 1984, Eylert et al., 2010). Für ein optimales in vi-
tro-Wachstum benötigen Legionellen einen pH-Wert von 6,9 und eine Temperatur von
7
3 Einleitung
Abbildung 3.1: Elektronenmikroskopische Aufnahme von L. pneumophila. Dargestellt ist die Nega-
tivkontrastierung des Bakteriums in der postexponentiellen Wachstumsphase (PE), Maßstab 1 µm (Sahr
et al., 2009).
37 °C, wobei eine Vermehrung zwischen 25 °C und 50 °C möglich ist (Edelstein, 1981,
Barker et al., 1986, Barker and Till, 1986, Lesnik et al., 2016).
Hervorgerufen durch abiotische Stressfaktoren wie hohe Temperaturen oder Nähr-
stoffmangel kann L. pneumophila auch Dauerformen ausbilden. Dieser Status wird
als viable but not culturable (VBNC) bezeichnet, da die Zellen zwar keine Kolonien
auf Standard-Medien ausbilden, aber dennoch vital sind (Ducret et al., 2014). VBNC-
Zellen sind sogar in der Lage Virulenzfaktoren zu produzieren (Alleron et al., 2013).
Bisher konnten Legionellen in diesem Stadium nur durch Ko-Inkubation mit Amöben
wie A. castellanii wieder reanimiert werden (Steinert et al., 1997).
3.3 Lebensraum, Wirte und Übertragung auf den
Menschen
L. pneumophila ist omnipräsent in aquatischen Habitaten wie Seen und Flüssen, aber
auch in terrestrischen Lebensräumen wie feuchten Böden (Atlas, 1999). Um in die-
ser nährstoffarmen Umgebung überleben zu können, kommen Legionellen unter an-
derem als Teil komplexer Biofilme vor (Rogers et al., 1994, Declerck et al., 2009).
Obwohl unter Laborbedingungen auch reine Legionellen-Biofilme beobachtet werden
können, scheint L. pneumophila in der Umwelt eher ein sekundärer Kolonisierer von
bereits existierenden Biofilmen zu sein (Piao et al., 2006, Declerck, 2010, Stewart
et al., 2012). Biofilme bieten Bakterien eine nährstoffreiche Umgebung und Schutz vor
Gefahren aus der Umwelt. Jedoch sind sie auch eine ideale Nahrungsquelle für frei-
lebende Protozoen. Da sich Legionellen nicht extrazellulär vermehren können, parasi-
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tieren sie unterschiedliche Ciliaten und Amöben wie Vermamoeba vermiformis (früher
Hartmannella vermiformis) oder Acanthamoeba castellanii. Bisher sind dreizehn ver-
schiedene Amöben- und zwei Ciliaten-Spezies bekannt, die von L. pneumophila als
Wirt genutzt werden (Abb. 3.2 B).
Abbildung 3.2: Elektronenmikroskopische Aufnahme von mit L. pneumophila infizierten Wirts-
zellen. Dargestellt ist die Infektion von U937 Makrophagen (A) und Acanthamoeba polyphaga (B) nach
24 h (Molmeret et al., 2005).
Unter Laborbedingungen ist L. pneumophila in der Lage, noch ein viel breiteres Wirts-
spektrum zu parasitieren. Dazu gehören unter anderem Zellen wie embryonale Lun-
genfibroblasten, HeLa-, Hep2- und McCoy- Zellen, die soziale Amöbe Dictyostelium
discoideum und Kc67-Zellen von Drosophila melanogaster (Wong et al., 1980, Daisy
et al., 1981, Hägele et al., 2000, Solomon and Isberg, 2000, Dorer et al., 2006). Wei-
terhin wurde in den letzten Jahren die Larve der Wachsmotte Galleria mellonella als
Modellorganismus etabliert (Harding et al., 2013). Als ein weiterer wichtiger Wirt hat
sich der Nematode Caenorhabditis elegans erwiesen. Die Legionellen besiedeln hier-
bei den Verdauungstrakt und sind auch in der Lage, sich dort zu vermehren (Komura
et al., 2010, Brassinga and Sifri, 2013). Es wird vermutet, dass Nematoden als natür-
liche Wirte für L. pneumophila dienen und eine wichtige Rolle bei der Persistenz und
der Ausbreitung von Legionellen spielen (Rasch et al., 2016).
Durch die Infektion von Protozoen schafft sich der Erreger eine ideale, nährstoffrei-
che Nische für die intrazelluläre Replikation, in der er vor vielen Umwelteinflüssen
und Hygienemaßnahmen geschützt ist (Barker et al., 1992, Harb et al., 2000, Murga
et al., 2001). Diese Lebensweise ermöglicht L. pneumophila auch die Besiedelung von
künstlichen Habitaten wie technischen Wasserleitungssystemen, in denen es durch sei-
ne hohe Thermotoleranz noch bei Temperaturen von über 50 °C wachsen kann (Tho-
mas et al., 2004, Borella et al., 2005, Lesnik et al., 2016).
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Eine wichtige Rolle bei L. pneumophila-Infektionen spielen unter anderem Warmwas-
sersysteme, Kühltürme, Klimaanlagen, Luftbefeuchter, Whirlpools, Autowasch- und
Sprinkleranlagen. Weiterhin besteht im Zusammenhang mit Beatmungsgeräten und
Dentaleinheiten ein erhöhtes Infektionsrisiko (Breiman et al., 1990, Seenivasan et al.,
2005, Kumar et al., 2010, Lau et al., 2013). In der Lunge infizieren Legionellen pri-
mär alveolare Makrophagen (Abb. 3.2 A) und Monozyten, können sich jedoch auch
in Typ I- und Typ II-Lungenepithelzellen replizieren und so in der Lunge ausbreiten
(Cianciotto et al., 1995, Swanson and Hammer, 2000, Steinert et al., 2002).
3.4 Intrazellulärer Lebenszyklus
Die Aufnahme von L. pneumophila und seine Replikation verlaufen sowohl in Pro-
tozoen als auch in humanen Makrophagen vergleichbar und sind in ihren Grundcha-
rakteristika sehr ähnlich. Das Hauptmerkmal ist, dass das Bakterium die Ansäuerung
des Phagosoms unterbindet und dieses durch weitere Modifikationen in eine Replika-
tionsnische, die Legionella-containing vacuole (LCV) umwandelt (Blatt et al., 1993,
Venezia et al., 1994, Molmeret et al., 2005). Der intrazelluläre Lebenszyklus ist in Ab-
bildung 3.3 dargestellt. Die Aufnahme von L. pneumophila geschieht meist mittels der
konventionellen Phagozytose oder über die so genannte Coiling-Phagozytose (Hor-
witz, 1984). Bei dieser eher seltenen und nicht bei allen L. pneumophila-Serotypen
auftretenden Form der Aufnahme bildet die Wirtszelle ein Pseudopodium aus, wel-
ches das Pathogen umschließt (Rechnitzer and Blom, 1989, Bozue and Johnson, 1996).
Weiterhin ist eine Aufnahme über Makropinozytose möglich (Watarai et al., 2001, Pe-
racino et al., 2010). Bei der Internalisierung von L. pneumophila durch Amöben ist
ein spezieller, aus Galactose/N-Acetylgalactosamin (Gal/GalNAc)-Lektin zusammen-
gesetzter Rezeptor von besonderer Bedeutung. Dieser Rezeptor gehört zu den Inte-
grinen und besitzt eine Tyrosin-Kinase-Aktivität. Nach der Ligandenbindung kommt
es in Folge einer Phosphorylierungskaskade zu einer Neuanordnung des Zytoskellets
(Venkataraman et al., 1997, Abu Kwaik et al., 1998a). In Makrophagen ist hingegen
die Bindung des major outer membrane proteins (MOMP) an die Komplementfakto-
ren C3b und C3bi wichtig für die Anheftung, da dieser MOMP-C3b/C3bi-Komplex
anschließend an die Komplementrezeptoren CR1 und CR3 auf der Oberfläche der Ma-
krophagen bindet und zur Aktin-vermittelten Phagozytose der Bakterien führt (Payne
and Horwitz, 1987, Bellinger-Kawahara and Horwitz, 1990, Krinos et al., 1999).
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Abbildung 3.3: Intrazellulärer Lebenszyklus von L. pneumophila. (A) Dargestellt ist der schemati-
sche Ablauf des Infektionszyklus von L. pneumophila in Wirtszellen. Mittels konventioneller oder Coi-
ling-Phagozytose wird L. pneumophila von Amöben oder Makrophagen internalisiert. Durch Effektoren
des Dot/Icm T4SS wird die Phagosomen-Lysosomen-Fusion verhindert. Es werden Vesikel des rauen
ERs und Mitochondrien zur Legionella-containing vacuole (LCV) rekrutiert, die später mit dieser fusio-
nieren. Durch Aktivierung replikativer Gene kommt es zur massenhaften Vermehrung der Bakterien in
der Replikationsvakuole, gefolgt von der Lyse der Wirtszelle. (B, C) EM-Aufnahme von L. pneumophi-
la in Monozyten 15 min nach Infektion. Erkennbar ist das Legionella-haltige Phagosom umgeben mit
glatten Vesikeln (B, x 32.400) und Mitochondrien (C, x 48.600). Modifiziert nach (Horwitz, 1983). (D)
EM-Aufnahme von L. pneumophila in U937-Makrophagen 8 h nach der Infektion. Die LCV ist hier mit
dem rauen ER assoziiert. Lpn: L. pneumophila , Maßstabsbalken: 500 nm, modifiziert nach (Molmeret
et al., 2004). (E) TEM-Aufnahme von L. pneumophila in D. discoideum nach 3-tägiger Infektion. Zu
erkennen ist hier die mit Bakterien gefüllte Replikationsvakuole. Maßstabsbalken: 500 nm, modifiziert
nach (Solomon et al., 2000).
Alternativ können opsonisierte Legionellen über einen Fc-Rezeptor ebenfalls komple-
mentabhängig internalisiert werden (Husmann and Johnson, 1992). Für die Effizienz
der Phagozytose von L. pneumophila ist ein intaktes Dot/Icm (defect in organelle traf-
ficking and intracellular multiplication) Typ IV-Sekretionssystem (T4SS) von essen-
tieller Bedeutung (Hilbi et al., 2001, Vogel et al., 1998). Schon etwa 5 min nach der
Internalisierung und der Bildung der LCV verhindert L. pneumophila die Interaktion
mit dem lysosomalen Netzwerk. Etwa 15 min nach der Infektion ist die LCV bereits
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mit einer Vielzahl an glatten Vesikeln umgeben (Swanson and Isberg, 1995, Bozue and
Johnson, 1996). Für die Reifung der LCV in eine replikative Vakuole zeigten Studi-
en eine Entwicklung über zwei Phasen. In der ersten Phase werden Vesikel des rauen
Endoplasmatischen Retikulums (ER) rekrutiert, welche mit der LCV fusionieren. Die
zweite Phase involviert die Fusion mit dem ER, wobei die replikative Vakuole ent-
steht. Dabei scheint das raue ER als eine Art Protein-Lieferant zu dienen. Jedoch ist
die Fusion nicht bei allen Legionella-Spezies zu beobachten (Abu Kwaik et al., 1998b,
Kwaik, 2000).
Etwa 4 h nach der Aufnahme von L. pneumophila ist die Membran der Vakuole ver-
dickt und zusätzlich mit Ribosomen und Mitochondrien umgeben. Zu diesem Zeit-
punkt beginnt auch, mit einer Generationszeit von ungefähr 2 h, die Replikation des
Bakteriums innerhalb der LCV (Horwitz, 1983, Robinson and Roy, 2006, Sherwood
and Roy, 2016). Ungefähr 24 h nach der Infektion kommt es zur Lyse der Wirtszelle
und anschließender Neu-Infektion benachbarter Zellen (Shuman et al., 1998). Diese
Lyse kann physikalisch, durch Entwicklung eines hochvirulenten und motilen Phä-
notyps von L. pneumophila erklärt werden (Rowbotham, 1986, Byrne and Swanson,
1998). Weiterhin kann es, ausgelöst durch die Immunantwort der Wirtszelle in Reakti-
on auf bakterielle Virulenzfaktoren wie Flagellin sowie Effektoren des T4SS, zur Po-
renbildung sowohl in der LCV als auch in den Wirtszellmembranen kommen. Die Sta-
bilität der Vakuole ist somit nicht mehr gegeben und es kommt zur Lyse der Wirtszelle
(Molmeret and Abu Kwaik, 2002, Molmeret et al., 2004, Silveira and Zamboni, 2010).
Eine weitere Möglichkeit ist das Verlassen des Wirtes durch eine Dot/Icm-vermittelte
Apoptoseinduktion über den Caspase-3-Signalweg (Zink et al., 2002, Hubber and Roy,
2010).
3.5 Virulenzfaktoren
Als pathogenes Bakterium ist L. pneumophila in der Lage, sich intrazellulär zu ver-
mehren. Dabei nutzt es verschiedene Protozoen und Säugetierzellen als Wirt. Für ihre
Pathogenität, die durch Eigenschaften wie Adhärenz an Wirtszellen, intrazelluläres
Überleben und Replikation sowie Ausbreitung von Wirt zu Wirt charakterisiert ist, be-
nötigen die Bakterien eine Vielzahl an Virulenzfaktoren (Fields et al., 2002). Einige
der wichtigsten sind in den folgenden Unterkapiteln aufgeführt.
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3.5.1 Sekretionssysteme
L. pneumophila ist in der Lage, eine Vielzahl an Faktoren zu sezernieren, die wichtig
für die Virulenz und die intrazelluläre Replikation sowie das Überleben des Bakteri-
ums innerhalb der Wirtszelle sind. Eines der wichtigsten Sekretionssysteme ist dabei
das Dot/Icm Typ IVB-Sekretionssystem (T4SS). Über 300 potentielle Effektoren kön-
nen mittels dieses Systems in die Wirtszelle geschleust werden, wobei viele von ihnen
ähnlich zu eukaryotischen Proteinen sind (Brüggemann et al., 2006, Charpentier et al.,
2009). Dabei bindet ein Großteil dieser Faktoren an Wirtsproteine und kontrolliert so
den sekretorischen Transport oder die Translation und ermöglicht die Bildung einer
Replikationsvakuole für L. pneumophila (Luo and Isberg, 2004). So wird zum Bei-
spiel die Rekrutierung der Wirtsfaktoren Rab1 und Arf1 zur LCV über die Effektoren
SidM/DrrA und RalF ausgelöst. Andere Dot/Icm-Substrate sind an der Rekrutierung
von Vesikeln des rauen ER beteiligt, wie LidA, welches an der zytoplasmatischen Seite
der LCV bindet und mit SidM/DrrA interagiert (Machner and Isberg, 2006, Neunue-
bel et al., 2011). In aktuelleren Studien wurde das neue Zink-Metallophospholipase
C-Protein PlcC/CegC1 gefunden, das zusammen mit PlcA und PlcB wichtig für die
Virulenz von L. pneumophila ist (Aurass et al., 2013).
Mutationen, die die Expression oder Funktion des T4SS stören, können zum komplet-
ten Verlust der Virulenz von L. pneumophila führen. Ein wichtiges Schlüsselprotein
ist dabei das mit der inneren Membran assoziierte DotA. DotA-defiziente Mutanten
werden daher häufig als Negativkontrolle bei der Untersuchung von Pathogenitäts-
mechnismen eingesetzt (Berger and Isberg, 1993, Roy and Isberg, 1997). Legionellen
besitzen auch ein zweites T4SS, das sogenannte Lvh-System (Legionella vir homolo-
gues), welches zu der Klasse der Typ IVA-Sekretionssysteme gehört. Es ist vermut-
lich für die Translokation von DNA sowie verschiedener Virulenzfaktoren notwendig
und komplementiert manche Funktionen des Dot/Icm-Systems (Bandyopadhyay et al.,
2007, 2013).
Eine große Rolle für die Pathogenität von Legionellen spielt weiterhin das Typ II-
Sekretionssystem (T2SS) Lsp, das für die volle Virulenz und Persistenz in der Umwelt
von Bedeutung ist (Soderberg et al., 2008, Soderberg and Cianciotto, 2010). Über das
T2SS werden 25-60 verschiedene Proteine, Enzyme und Substrate in die Umwelt aus-
geschleust. Dazu gehören unter anderem die Zink-Metalloprotease ProA, Lipasen, die
Phospholipasen A und C, Lysophospholipase A, eine Cholesterol-Acyltransferase und
RNAsen. Einige dieser Effektoren stehen im Zusammenhang mit Amöbeninfektionen
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oder sind wichtig für die Infektion der Lunge (Rossier et al., 2008, Cianciotto, 2009,
Rossier et al., 2009). Auch für die Infektion von Lungenepithelzellen und Reduktion
der Cytokin-Produktion in Makrophagen und Epithelien ist das T2SS von Relevanz
(McCoy-Simandle et al., 2011).
Das Lsp-System besteht aus 12 Komponenten, darunter auch die Prepilin-Peptidase
PilD. Diese prozessiert das Pilin der Typ IV-Pili und Pseudopiline des T2SS (Liles
et al., 1999). Weitere Komponenten sind das Außenmembran-Sekretin und die ATPase
LspDE, die Pseudopiline LspFGHIJK, LspC und LspLM, wobei letztere wichtig für
die Sekretion, das Überleben und die Virulenz von L. pneumophila sind (Rossier et al.,
2004, Soderberg et al., 2004). IspDE-, IspG- oder IspK-defizienten Mutanten zeigten
in Versuchen Defekte in der Replikation in Makrophagen und eine reduzierte Fähigkeit
zur Replikation in Mäuselungen (Rossier and Cianciotto, 2001, Rossier et al., 2004).
Weiterhin ist das T2SS wichtig für die Persistenz von L. pneumophila bei niedrigen
Temperaturen und für die Translokation auf Agar-Oberflächen (Soderberg et al., 2008,
Stewart et al., 2009).
Das Typ I-Sekretionssystem (T1SS) ist auf dem IssXYZABD-Locus codiert und ent-
hält unter anderem die Komponenten LssB, einen ABC-Transporter, das Membran-
Fusionsprotein LssD und TolC. Es spielt neben dem T2SS eine Rolle bei der Sliding
motility von Legionellen und ist an der Wirt-Pathogen-Interaktion beteiligt (Jacobi and
Heuner, 2003, Stewart et al., 2011). Das Tat-System von L. pneumophila ist wichtig
für den Transport von gefalteten Proteinen über die innere Membran. Es beeinflusst
die Biofilm-Bildung, die intrazelluläre Replikation und das Wachstum bei niedrigem
Eisenangebot. Ein Tat-abhängiges Protein ist zum Beispiel die Phospholipase C PlcA
(De Buck et al., 2005, Rossier and Cianciotto, 2005).
3.5.2 Die äußere Membran und Außenmembranvesikel
Wie viele Gram-negative Bakterien sind Legionellen in der Lage Außenmembranvesi-
kel (outer membrane vesicles, OMVs) abzuschnüren (Shevchuk et al., 2011). Diese ha-
ben einen Durchmesser von 100-200 nm und bestehen aus einer Lipid-Doppelschicht.
Sie beeinhalten viele Komponenten der äußeren Membran, periplasmatische und viele
Virulenz-assoziierte Proteine mit lipolytischer und proteolytischer Aktivität. Die Vesi-
kel werden unter verschiedenen Wachstumsbedingungen sowohl extrazellulär als auch
innerhalb der Wirtszelle abgeschnürt. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass sie an
eukaryotische Membranen adhärieren und mit ihnen fusionieren können (Galka et al.,
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2008, Jäger et al., 2015). OMVs allein sind sogar in der Lage, die Fusion von Phago-
som und Lysosom bei der Wirtszellinfektion zu verhindern (Fernandez-Moreira et al.,
2006). In einem neu etablierten Modell mit humanen Lungengewebs-Explantaten (HL-
TEs) konnte gezeigt werden, dass die Außenmembranvesikel auf der Oberfläche alveo-
larer Makrophagen und im Zytoplasma zu finden sind. Inkubation von Lungengewebe
mit OMVs führte zu einer signifikanten Zerstörung des Gewebes erkennbar durch Ab-
lösung des Epithels in den Alveolen und Schädigung von Kollagen-Strukturen (Jäger
et al., 2014).
Die äußere Membran von L. pneumophila besteht aus Phospholipiden, Lipoproteinen,
Lipopolysacchariden (LPS) und Proteinen. Im Gegensatz zu vielen anderen Pathoge-
nen fungiert das Legionella-LPS, das mit Lipid A in der äußeren Membran verankert
ist, nicht als klassisches Endotoxin. Die Sekretion von Zytokinen von humanen Mono-
zyten als Antwort auf eine Legionellen-Infektion fällt über 1000-fach geringer aus als
bei Infektionen mit Enterobacteriaceae. Trotzdem gilt LPS als potentieller Virulenz-
faktor (Neumeister et al., 1998). Das Lipid A besteht bei Legionellen aus ungewöhn-
lich langkettigen und verzweigten Fettsäuren mit daran gebundenen Legioaminosäuren
ohne Hydroxylgruppen. Die dadurch stark hydrophobe Oberfläche verhilft dem Bak-
teriums zu einer verbesserten Adhärenz an Wirtsmembranen (Lück and Helbig, 2013).
3.5.3 Adhärenz-relevante Virulenzfaktoren
Der erste wichtige Schritt für die Infektion von Wirtszellen ist die Adhäsion an deren
Membran. Daher sind bei diesem Prozess eine Vielzahl an Virulenzfaktoren betei-
ligt. Außer dem bereits erwähnten MOMP besitzt L. pneumophila weitere Adhärenz-
relevante Faktoren wie Hsp60, Typ IV-Pili, LpnE oder RtxA.
Das 60 kDa-Chaperon Hsp60 wird auf dem htp-Gen codiert und erhöht die Invasion
und Zytokin-Produktion in Makrophagen (Garduño et al., 1998). Oft wird es, eigent-
lich unüblich für dieses Protein, in Assoziation mit der bakteriellen Zelloberfläche
gefunden und vermittelt die Adhärenz an Wirtszellen (Garduño et al., 2011). Weiter-
hin ist es an der Rekrutierung von Mitochondrien zur LCV beteiligt (Fernandez et al.,
1996, Chong et al., 2009).
Typ IV-Pili von L. pneumophila sind durch eine konservierte, hydrophobe N-terminale
Domäne charakterisiert und auf der Oberfläche von Legionellen lokalisiert (Strom and
Lory, 1993). Durch die Anheftung an die Wirtszelloberfläche wird die Invasion des
Bakteriums erleichtert. Des Weiteren spielen Typ IV-Pili bei der Bildung und der Ag-
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gregation von L. pneumophila in Biofilmen, Twitching Motility und dem Überleben der
Bakterien unter ständig wechselnden Umweltbedingungen eine Rolle (Coil and Anne,
2009). Legionella-Pili vermitteln auch die Aufnahme exogener DNA, indem sie als
Rezeptoren für Bakteriophagen dienen und an der natürlichen Kompetenz und Kon-
jugation von Legionellen beteiligt sind (Stone and Kwaik, 1999). In einer aktuellen
Studie wurde das Außenmembranprotein PilY1 als ein weiterer wichtiger Virulenz-
faktor charakterisiert. Es ist an der Twitching motility sowie Wirtszell-Adhäsion und
-Invasion beteiligt und spielt eine Rolle bei der intrazellulären Replikation in humanen
Lungengewebs-Explantaten (Hoppe et al., 2017).
Das Sel1-repeat-Protein LpnE ist wichtig für die Aufnahme in THP-1-Makrophagen
und A549-Epithelzellen, sowie die effiziente Infektion von A. castellanii und die Re-
plikation in der Lunge von A/J-Mäusen. Zudem beeinflusst es das intrazelluläre traf-
ficking der LCV (Newton et al., 2006, 2007b).
Weiterhin ist das Protein RtxA aus der Rtx-Familie (repeats in toxin) an der Anhef-
tung und dem Eindringen in Wirtszellen beteiligt. Dies konnte bereits in Studien mit
der Amöbe A. castellanii sowie humanen Epithelzellen und Monocyten gezeigt wer-
den. Die genauen Mechanismen seiner Funktion sind jedoch bis jetzt unklar (Cirillo
et al., 2000, 2002, D’Auria et al., 2008).
3.5.4 Mip und Eisenaufnahme
Eines der wichtigsten Virulenzfaktoren im Zusammenhang mit der intrazellulären Re-
plikation von L. pneumophila ist die Peptidylprolyl-cis/trans-Isomerase (PPIase) Mip
(macrophage infectivity potentiator). Das 24 kDa-Protein ist, als ein Homodimer, auf
der äußeren Membran lokalisiert, wodurch es auch mit OMVs assoziiert ist (Schmidt
et al., 1994, Riboldi-Tunnicliffe et al., 2001, Galka et al., 2008). Studien haben ge-
zeigt, dass die PPIase wichtig für die intrazelluläre Replikation von L. pneumophila
in Makrophagen, Epithelzellen und Amöben ist. Im Meerschweinchen- und Maus-
Modell sind Mip-negative Mutanten attenuiert (Cianciotto et al., 1990a,b, Wintermey-
er et al., 1995). Mip bindet an Kollagen IV und ermöglicht L. pneumophila damit die
Transmigration durch Barrieren von NCI-H292 Lungenepithelzellen (Wagner et al.,
2007). Weiterhin gehört es zur Familie der FK506-bindenden Proteine (FKBPs) und
agiert synergistisch mit anderen sezernierten Legionella-Proteinen wie einer Phospho-
lipase C (Riboldi-Tunnicliffe et al., 2001, Debroy et al., 2006). Kürzlich konnte auch
gezeigt werden, dass Mip eine Rolle bei der Kolonisierung des Nematoden Caenor-
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habditis elegans spielt (Rasch et al., 2016).
Von entscheidender Bedeutung, nicht nur für das Wachstum von L. pneumophila, son-
dern auch für die Virulenz und intrazelluläre Replikation, ist Eisen (James et al.,
1995). So können sich Legionellen in Monozyten und Makrophagen, die zuvor mit
einem Eisen-Chelator behandelt wurden, nicht vermehren (Byrd and Horwitz, 1989,
1991a,b). Wichtig für die Eisenaufnahme sind Siderophore. Bei Wachstum der Legio-
nellen in chemisch-definiertem Medium (CDM), unter Bedingungen in denen wenig
Eisen vorherrscht, kann eine Überproduktion des Eisen(III)-Chelators und Siderophors
Legiobactin beobachtet werden. Legiobactin ist wichtig für das intrapulmonale Über-
leben von L. pneumophila, wird jedoch nicht von allen Legionella-Spezies gebildet
(Liles et al., 2000, Allard et al., 2009). Für die Aktivität, Produktion und Export von
Legiobactin sind die Gene lbtA/B notwendig, wobei LbtA Homologien zu Siderophor-
Synthetasen aufweist und LbtB als Siderophor-Exporter in der inneren Membran ver-
ankert ist. Weiterhin spielen die Proteine LbtU, LbtC und Cyc4 eine Rolle bei der
Eisenaufnahme im Zusammenhang mit Legiobactin (Allard et al., 2006, Yip et al.,
2011, Chatfield et al., 2012).
Wichtig für die Aufnahme von Eisen(II) ist das in der inneren Membran lokalisier-
te Protein FeoB, über welches das Siderophor-gebundene Eisen in die Zelle gelangt.
FeoB spielt eine Rolle beim extrazellulären Wachstum der Legionellen und unterstützt
die Replikation in Makrophagen (Robey and Cianciotto, 2002, Cianciotto, 2007). Stu-
dien mit einer Doppelmutante von Legiobactin und FeoB zeigten, dass immer einer
dieser beiden Aufnahmewege vorhanden sein muss, damit die Lebensfähigkeit und
Virulenz von L. pneumophila voll ausgeprägt ist (Allard et al., 2006). Weitere Schlüs-
selfaktoren für die Eisenaufnahme sind die von L. pneumophila sezernierten Molekü-
le Homogentisinsäure (HGA), ein Abbauprodukt der Aminosäuren Phenylalanin und
Tyrosin, und die polymerisierte Variante HGA-Melanin (Pyomelanin). Sie sind in der
Lage Eisensalze zu reduzieren, wie sie in natürlichen, aquatischen Umgebungen oder
Wirtszellen vorkommen und stimulieren das Wachstum von L. pneumophila unter Be-
dingungen, bei denen wenig Eisen vorhanden ist (Zheng et al., 2013). Essentiell für
das Wachstum unter Eisen-limitierenden Bedingungen ist weiterhin die Multi-Kupfer-
Oxidase McoL (Huston et al., 2008).
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3.5.5 Regulatoren
Wie viele intrazelluläre Pathogene weist L. pneumophila einen biphasischen Lebens-
zyklus auf. In der replikativen Phase werden dabei nur wenige Virulenzfaktoren ex-
primiert. Jedoch sind Legionellen in der transmissiven Phase hoch motil und resistent
gegenüber einer Vielzahl an Umwelteinflüssen (Byrne and Swanson, 1998). Für die
Regulierung der für das Wachstum und die Virulenz benötigten Gene sind bei L. pneu-
mophila eine Vielzahl an Faktoren beteiligt. Der alternative Sigmafaktor der RNA-
Polymerase RpoS reguliert die Motilität, Natrium-Sensitivität, die Vermeidung des
Endozytose-Weges sowie die Transmission und Virulenz von L. pneumophila (Bach-
man and Swanson, 2001, Abu-Zant et al., 2006). Weiterhin ist RpoS wichtig für die
Stressresistenz und die Vermehrung in A. castellanii (Hales and Shuman, 1999b). Es
reguliert die Expression von fliA, welches von besonderer Bedeutung für die kontakt-
abhängige Zytotoxizität, Verhinderung der Phagosom-Lysosom-Fusion, Infektiösität
und die Biofilmbildung ist (Molofsky et al., 2005, Mampel et al., 2006). In der ex-
ponentiellen Phase werden die Virulenz-assoziierten Gene csrA, letE und flaA nicht
exprimiert. Auch mip und proA werden abhängig von RpoS transkribiert (Bachman
and Swanson, 2004, Broich et al., 2006). Des Weiteren ist der alternative Sigmafak-
tor essentiell für die Porenbildung und die Anpassung an die intrazellulare Umgebung
während der Infektion. Auch wird eine Vielzahl an Dot/Icm-Effektoren durch RpoS
reguliert (Zusman et al., 2002, Abu-Zant et al., 2006, Hovel-Miner et al., 2009).
Neben der Regulation über den alternativen Sigmafaktor RpoS spielen auch Zwei-
komponentenysteme sowie deren Vernetzung eine große Rolle bei der Virulenz von
L. pneumophila. Ein solches ist das Zweikomponentensystem LqsRS, welches Viru-
lenzprozesse wie die Phagozytose oder die Ausbildung der LCV reguliert. Es ist RpoS-
abhängig und besteht aus dem Antwort-Regulator LqsR und der Sensor-Kinase LqsS.
LqsR ist weiterhin LetA-abhängig und durch die small RNAs RsmY und RsmZ so-
wie CsrA reguliert. Dies zeigt, das die Vernetzung der Regulation eine große Rolle bei
der Virulenz der Legionellen spielt (Tiaden et al., 2007, 2008). Für die regulatorische
Kontrolle vieler Gene, die bei dem Wechsel von der replikativen in die transmissi-
ve Phase von L. pneumophila von Bedeutung sind, ist das Zweikomponentensystem
LetAS zuständig. Dieses agiert durch die Derepression von CsrA über kleine, nicht-
codierende RNAs. Viele Gene der Flagellen-Synthese werden über LetAS reguliert
(Hammer et al., 2002, Molofsky and Swanson, 2003, Gal-Mor and Segal, 2003a, Lynch
et al., 2003).
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Das CpxRA Zweikomponentensystem besteht aus dem CpxR Antwort-Regulator und
der Histidin-Kinase CpxA. CpxRA ist ein direkter Regulator der Dot/Icm-Gene icmR,
icmV und icmW sowie der IvgA-Gene und 11 weiterer Effektor-codierender Gene
(Gal-Mor and Segal, 2003b, Altman and Segal, 2008). Ein weiteres Zweikomponen-
tensystem ist PmrAB, welches aus dem Antwort-Regulator PmrA und der Sensor-
Histidin-Kinase PmrB besteht. Ähnlich zu CpxR reguliert es Dot/Icm-abhängige Ef-
fektoren. Weiterhin aktiviert es die Expression Eukaryoten-ähnlicher Proteine, Gene
des Dot/Icm-Apparates, Typ II-sezernierte Proteine, Gene der Stressantwort, Regu-
latoren der postexponentiellen Phase und Gene der Flagellen-Biosynthese (Zusman
et al., 2007, Al-Khodor et al., 2009). Es wird vermutet, dass PmrB pH-abhängig regu-
liert wird. Das PmrAB-Regulon besteht aus 43 Effektor-codierenden Genen. Damit ist
es das größte Effektor-Regulon von L. pneumophila und macht 15 % aller bekannten
Legionella-Effektoren aus. Dazu gehören Proteine wie SidI, SidL und Lgt3, die mit
der eukaryotischen Translations-Maschinerie interagieren, aber auch LepB, ein Rab
GTPase-aktivierendes Protein (Fontana et al., 2011, Neunuebel et al., 2011).
3.6 Proteolytische Virulenzfaktoren
Proteolytische Enzyme spielen in Prokaryoten verschiedenste physiologische Rollen
und sind essentielle Faktoren für die Kontrolle der Homöostase. Mikrobielle Proteasen
können weiterhin, insbesondere bei opportunistischen Pathogenen, als Toxine die In-
fektion von Wirtszellen unterstützen. Wichtig sind hierbei besonders Metalloproteasen
wie ProA, die bisher am besten charakterisierte Protease von L. pneumophila. In den
folgenden Unterkapiteln sollen Metalloproteasen allgemein vorgestellt sowie insbe-
sondere die L. pneumophila-Proteasen näher erläutert werden (Miyoshi and Shinoda,
2000).
3.6.1 Mikrobielle Metalloproteasen
Metalloproteasen binden ein oder zwei Metallionen in ihrem aktiven Zentrum. Die
meisten Metalloproteasen sind mit Zn2+ assoziiert, jedoch können sie auch Mg2+, Ni2+
oder Cu2+ enthalten. Die katalytischen Metallionen aktivieren Wassermoleküle, die
als Nukleophile in der Katalyse dienen. Die meisten Metalloproteasen enthalten nur
ein katalytisches Metallion und gehören zu den Endopeptidasen (Wu and Chen, 2011,
Rawlings and Barrett, 2012). Sie werden in die vier Gruppen DD-Carboxypeptidasen,
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Carboxypeptidasen, Inverzinkine und Zinkine eingeteilt (Abb. 3.4). Zu den Carboxy-
peptidasen zählen auch Mitglieder der M20-Familie der Metalloproteasen, wie die
Carboxypeptidase G2 (CPG2) von Pseudomonas sp. strain RS-16. Diese gehört, im
Gegensatz zu den meisten Metallopeptidasen, zu den Exopeptidasen und hydrolysiert
Glutamat am C-Terminus von Peptiden (Minton et al., 1984, Sherwood et al., 1985,
Rowsell et al., 1997, Krause et al., 2002).
Von besonderer Bedeutung sind die Zinkine, die sich durch ein His-Glu-X-X-His (HE-
XXH) Zink-Bindemotif auszeichnen und nach der Lokalisierung ihres dritten Zink-
Liganden eingeteilt werden (McKerrow, 1987, Bode et al., 1993, Hooper, 1994). Da-
zu gehören unter anderem Neurotoxine, die vor allem von Clostridium botulinum
und Clostridium tetani gebildet werden und die Ausschüttung von Neurotransmit-
tern inhibieren (Montecucco and Schiavo, 1994, Rossetto et al., 2014). Tetanus- und
Botulinum-Neurotoxine (TeNT und BoNT) weisen ähnliche Strukturen auf und bilden
Komplexe aus mehreren Untereinheiten. Die L-Untereinheit bildet dabei eine Metal-
loprotease, die SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment recep-
tor)-Proteine im Zytosol neuronaler Zellen der spaltet (Lacy et al., 1998, Swaminathan
and Eswaramoorthy, 2000, Binz and Rummel, 2009, Pantano and Montecucco, 2014).
Die Endopeptidase-24.11-Familie, die ebenfalls zu den Zinkinen zählt, basiert auf der
Struktur der Säugetier-Endopeptidase Neprilysin, die das Zink-Bindemotif ENIAD-
NGG aufweist (Le Moual et al., 1991). Diese ist auf der Zelloberfläche lokalisiert und
inaktiviert regulatorische Peptide wie Enkephaline. Das aktive Zentrum mit der Zink-
Bindestelle hat Ähnlichkeiten zu Thermolysin von Bacillus thermoproteolyticus. Für
die Endopeptidase PepO von Lactococcus lactis wurden signifikante Sequenzhomolo-
gien zu Neprilysin nachgewiesen (Le Moual et al., 1993, Roques et al., 1993, Le Moual
et al., 1994, Hooper, 1994). Weitere bakterielle Homologe sind PepO von Streptococ-
cus parasanguinis und PgPepO von Porphyromonas gingivalis, welches homolog zu
dem eukaryotischen endothelin-converting enzyme ECE-1 ist (Turner et al., 2000, Car-
son et al., 2002).
Die Angiotensin-converting enzyme (ACE)-Familie leitet sich von dem gleichnami-
gen Säugetier-Enzym ab, welches wichtig für die Kontrolle des Blutdrucks und des
Elektrolythaushalts ist. In dem phytopathogenen Bakterium Xanthomonas axonopodis
wurde das putative ACE XeACE identifiziert. Die 72 kDa Metalloprotease hydrolisiert
ebenfalls Angiotensin I zu Angiotensin II. Insgesamt konnten ACE-ähnliche Enzyme
in 19 verschiedenen Bakterien-Spezies nachgewiesen werden. (Riviere et al., 2007).
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Abbildung 3.4: Übersicht über die Familie der Zink-Metalloproteasen. Die Darstellung basiert auf
der Sequenz der Zink-Bindestellen. Die jeweiligen Zink-Liganden sind in rot dargestellt, putative Zink-
Liganden sind unterstrichen. Das "X"repräsentiert eine beliebige Aminosäure. (A) Die vier Gruppen der
Zink-Metalloproteasen. Diese werden nach dem ersten und zweiten Zink-Liganden eingeteilt. (B) Die
jeweiligen Untergruppen der Zincin Superfamily. Diese werden nach dem dritten Zink-Liganden einge-
teilt. Metalloproteasen mit einem putativen fünften Zink-Liganden werden in die Klasse der Metzinkine
eingeteilt (C) (Miyoshi and Shinoda, 2000).
Der Prototyp für die Endopeptidase-24.15-Familie ist die Thimet-Oligopeptidase aus
der Ratte. Das Zink-Bindemotif liegt hier in einer längeren Konsensussequenz vor als
bei den anderen Zinkinen. Bei allen Mitgliedern dieser Familie ist der dritte Zink-
Ligand einer von zwei konservierten Glutamat-Resten C-terminal zum Bindemotif in
der Konsensussequenz. In diese Gruppe gliedern sich verschiedene bakterielle Oli-
gopeptidasen. Dazu gehören z.B. OpdA von Salmonella typhimurium, welches unter
anderem für die Degradierung von Signalpeptiden verantwortlich ist und Dipeptidyl-
Carboxypeptidasen wie Dcp aus E. coli, die intrazelluläre Peptide verdaut (Hooper,
1994, Conlin and Miller, 2000, Comellas-Bigler et al., 2005).
Zu der Aminopeptidase-Familie gehören unter anderem PepN von Lactobacillus del-
brueckii und die Aminopeptidase N von E. coli. Aminopeptidasen sind unter anderem
an der Hydrolyse von Peptiden des Proteolyseweges oder an der N-terminalen Spal-
tung von Präproteinen beteiligt (Gonzales and Robert-Baudouy, 1996, Jankiewicz and
Bielawski, 2003, Addlagatta et al., 2006).
Eine besondere Rolle innerhalb der bakteriellen Metalloproteasen spielen die Mitglie-
der der Serralysin-Familie. Diese gliedert sich in die Gruppe der Metzinkine ein und
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zeichnet sich durch das lange HEXXHXXGXXH Zink-Bindemotif aus. Das dritte His-
tidin des Motifs und ein Wassermolekül agieren als dritter und vierter Zink-Ligand.
Ein potentieller fünfter Zink-Ligand, ein Tyrosin, sitzt an Position 41 der Konsen-
sussequenz (Abb. 3.4) (Miyoshi and Shinoda, 2000). Zu dieser Familie gehört die
Serralysin-Metalloprotease PrtS von Serratia marcescens. Die 51 kDa-Protease ist das
meistsezernierte Protein des Bakteriums und ein wichtiger Virulenzfaktor bei pulmo-
naren Infektionen und der bakteriellen Keratitis (Lyerly et al., 1981, Lyerly and Kreger,
1983, Kamata et al., 1985, Letoffe et al., 1991). PrtS degradiert unterschiedliche, phy-
siologisch wichtige Substrate wie Fibronektin, Kollagen und Serumproteine und zeigt
zytotoxische Aktivität gegenüber humanen Epithelzellen (Molla et al., 1986, 1989,
Shanks et al., 2015). Ein weiterer wichtiger Virulenzfaktor aus der Serralysin-Familie
ist die alkalische Protease AprA von P. aeruginosa. Die Metalloprotease spaltet ver-
schiedene Komponenten des Wirts-Immunsystems wie Zytokine und Interferone sowie
monomeres Flagellin (Parmely et al., 1990, Bardoel et al., 2011).
Die Thermolysin-Familie
Die Thermolysin-Familie (auch M4-Familie) der Zink-Metalloproteasen beeinhaltet
mehr als 200 verschiedene Proteine aus Bakterien, Archaea und Pilzen. Der Prototyp
für diese Familie ist Thermolysin aus B. thermoproteolyticus, dessen Struktur bereits
1972 entschlüsselt wurde (Matthews et al., 1972, Colman et al., 1972, Matthews et al.,
1974). Alle Vertreter binden ein einzelnes Zinkion, welches durch drei Aminosäure-
reste und ein Wassermolekül koordiniert ist (Tronrud et al., 1992). Zusätzlich zu den
beiden Histidin-Resten im HEXXH-Motif fungiert dabei Glutamat als dritter Zink-
Ligand (Miyoshi and Shinoda, 2000). Typischerweise besitzen M4-Peptidasen eine
Signalsequenz, die während des Exports abgespalten wird, ein Propeptid mit inhibito-
rischer und Chaperon-Funktion und eine Peptidase-Einheit (Abb. 3.5). Das Propeptid
wird erst während der Sekretion abgespalten und die Protease damit aktiviert (Yeats
et al., 2004).
Die Spaltung des Propeptids erfolgt autokatalytisch im Periplasma. Bis zur Sekretion
durch die äußere Membran bleibt das Propetid abgespalten mit der reifen Protease ver-
bunden und wirkt wie ein Inhibitor, um eine intrazelluläre Proteolyse zu verhindern.
Außerhalb der Zelle dissoziiert der Komplex und die Protease wird aktiviert (Braun
et al., 1998). Metalloproteasen von Vibrio cholerae und Vibrio vulnificus besitzen zu-
sätzlich zum N-terminalen noch jeweils ein C-terminales Propeptid, das ebenfalls au-
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Abbildung 3.5: Schematische Darstellung der inaktiven Vorstufen verschiedener M4-Proteasen.
Die Metalloproteasen der Thermolysin-Familie (M4-Familie) werden als inaktive Vorstufen syntheti-
siert. In rot ist das jeweilige N-terminale Signalpeptid dargestellt, welches beim Export durch die innere
Membran abgespalten wird. Im Periplasma erfolgt die Abspaltung des N-terminalen Propeptids (blau)
durch einen autoproteolytischen Mechanismus. Die reife Protease (weiß) und das Propeptid trennen
sich nach der Sekretion aus der Zelle, wodurch die Protease aktiviert wird. Die Metalloproteasen von
Vibrio cholerae und Vibrio vulnificus tragen zusätzlich ein C-terminales Propeptid (grün) (Miyoshi and
Shinoda, 2000).
tokatalytisch bei Temperaturen von 37 °C abgespalten wird (Miyoshi et al., 1997).
Als sezernierte Proteasen ist die Hauptaufgabe der Thermolysin-ähnlichen Proteine
die Degradation extrazellulärer Proteine und Peptide für die Nährstoff-Gewinnung.
Zusätzlich spielen sie eine Rolle als Schlüsselfaktoren in der Pathogenese verschie-
dener Krankheiten. Das γ-Toxin von Clostridium perfringens degradiert verschiedene
Wirtsproteine und aktiviert Vorstufen von Clostridien-Toxinen. Weiterhin spaltet es
Immunglobulin G, Komponenten des Komplementsystems, Fibrinogen, Fibronektin
und α2-Makroglobulin und manipuliert so das wirtseigene Immunsystem (Jin et al.,
1996).
Ein weiteres Thermolysin-ähnliches Protein ist Coccolysin aus Enterococcus faecalis.
Dieses ist in viele unterschiedliche, durch das Bakterium verursachte Infektionen wie
Harnwegsinfekte oder Lebensmittelvergiftungen verwickelt (Makinen et al., 1989).
Die M4-Metalloprotease von V. cholerae greift unter anderem interzelluläre Tight junc-
tions an (Wu et al., 2000). Es hydrolysiert Casein, Gelatine und Hämoglobin und in-
aktiviert humanes Endothelin-1 (Makinen and Makinen, 1994). Ein weiteres Mitglied
der Thermolysin-Familie ist Pseudolysin (auch LasB), eine extrazelluläre Elastase von
P. aeruginosa. Dieses kann einen direkten Effekt auf die Pathogenese des Bakteriums
haben, indem es an der Zerstörung von Wirtszellfunktionen und Gewebestrukturen be-
teiligt ist. Indirekt wirkt es auch auf die Abwehrmechanismen der Wirtszelle, indem es
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die Funktion von Wirtsproteasen beeinträchtigt. Die Elastase spaltet Casein, Elastin,
humanes IgG, Kollagen (Typ III und IV) und Serum-α1-Proteinase-Inhibitoren (Do-
ring et al., 1981, Holder and Wheeler, 1984, Holder, 1985, Hersh and Morihara, 1986,
Heck et al., 1986). Die Metalloprotease hat starke hämorrhagische Aktivität, Effekte
auf die Zerstörung von Muskelgewebe und ist mit Lungeninfektionen assoziiert (Ko-
mori et al., 2001, Azghani et al., 2000, Vandivier et al., 2002, Yanagihara et al., 2003).
In neuesten Studien konnte weiterhin gezeigt werden, dass die Elastase von P. aerugi-
nosa, ähnlich wie AprA, monomeres Flagellin spaltet und somit die damit verbundene
proinflammatorische Reaktion der Wirtszelle unterbindet (Casilag et al., 2015).
3.6.2 Metalloproteasen von L. pneumophila
Nach Informationen der MEROPS-Datenbank für Peptidasen sind in den sequenzier-
ten Genomen von L. pneumophila bisher 175 bekannte und putative Peptidasen ko-
diert. Davon sind 38 Metalloproteasen (Rawlings et al., 2016)1. Trotz dieser hohen
Anzahl wurden bisher nur sehr wenige dieser Proteasen beschrieben und auf ihre Funk-
tionen hin untersucht. Die am besten charakterisierte Metalloprotease ist ProA, die im
nächsten Kapitel ausführlicher behandelt wird. Weiterhin wurden für L. pneumophila
die Aminopeptidasen LapA und LapB beschrieben. Beide Peptidasen werden über das
T2SS sezerniert und haben ein Molekulargewicht von 35 kDa (DebRoy et al., 2006).
LapA und LapB zeigen eine 42 %-ige Identität und 59 % funktionale Ähnlichkeit
zueinander. Nach Informationen des National Center for Biotechnology Information
(NCBI) können beide Aminopeptidasen Zink binden und gehören der M28-Familie
der Metalloproteasen an2. Deletionsmutanten beider Proteasen zeigten keinen Einfluss
auf das Wachstum in Standard-Medium sowie die Typ II-Sekretion. Jedoch konnten
in Kulturüberständen der LapA-negativen Mutante keine Leucin-, Phenylalanin- und
Tyrosin-Aminopeptidaseaktivitäten festgestellt werden. LapB ist dagegen hauptsäch-
lich für die Lysin- und Arginin-Aminopeptidaseaktivität von L. pneumophila zustän-
dig. Somit scheint LapA eher gegen hydrophobe und LapB gegen positiv-geladene,
hydrophile Aminopeptide gerichtet zu sein. Für die Infektion von Wirtszellen schei-
nen diese Aminopeptidasen jedoch nicht relevant zu sein (Rossier et al., 2008).
Laut MEROPS-Datenbank besitzen Legionellen auch eine Oligopeptidase A (OpdA),
die auf dem prlC-Gen codiert wird und sich in die Familie der Endopeptidase 24.15-
1http://merops.sanger.ac.uk
2https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Familie eingliedert. Homologe Proteine wurden bisher für E. coli und S. typhimurium
beschrieben. Das Protein ist allgemein eine multifunktionale Protease mit zwei unter-
schiedlichen aktiven Zentren. OpdA von E. coli ist eine Endoprotease und hydroly-
siert unter anderem die Signalpeptide von Lipoproteinen (Novak et al., 1986, Novak
and Dev, 1988). OpdA von S. typhimurium kann die Substrate N-Acetyl-L-Tetraalanin
(AcAla4) und Z-AALpNA spezifisch spalten (Conlin and Miller, 1992). Es wird ver-
mutet, dass die Oligopeptidase eine Rolle bei der Degradierung fehlerhaft gefalteter
Proteine und der Hitzeschock-Antwort spielt (Conlin and Miller, 2000).
Zu der Familie der M1-Proteasen gehört die Aminopeptidase PepN. Diese ist in Le-
gionellen bisher nicht näher charakterisiert. Homologe Proteine sind in E. coli, N. me-
ningitides und L. lactis zu finden. PepN ist eine der wichtigsten Aminopeptidasen in
Bakterien und unter anderem für die Hydrolyse von Substraten mit Arginin, Lysin
und Alanin am N-Terminus zuständig (Addlagatta et al., 2006). Biochemische Ana-
lysen postulieren zwei verschiedene aktive Zentren, wobei eines für die gut etablierte
Exopeptidase-Aktivität und das zweite vermutlich für eine Endopeptidase-Aktivität
benötigt wird (Chandu and Nandi, 2003). In L. lactis ist das Protein in der Nutzung
von Casein als Aminosäurequelle involviert (Kunji et al., 1996).
Weiterhin ist für L. pneumophila eine FtsH-Protease annotiert. Diese gliedert sich in
die M41-Familie der ATP-abhängigen Metalloendopeptidasen ein (Rawlings et al.,
2016). Das Protein wird auch als AAA-Protease (ATPases associated with various cel-
lular activities) bezeichnet und ist in E. coli besonders gut charakterisiert. Das mem-
brangebundene FtsH reguliert die LPS-Biosynthese, indem es die Enzyme LpxC und
KdtA degradiert (Ogura et al., 1999, Katz and Ron, 2008). LpxC katalysiert den ers-
ten Schritt der Lipid A-Biosynthese und KdtA die Addition des Oligosaccharids Kdo
(2-Keto-3-deoxy-D-manno-oktulosonsäure) an Lipid A (Belunis et al., 1995, Young
et al., 1995, Gronow and Brade, 2001).
In L. pneumophila ist neben ProA auch die Thermolysin-ähnliche Metalloprotease
LasB zu finden. Diese weist Homologien sowohl zu ProA als auch zu der Elastase
LasB (Pseudolysin) aus P. aeruginosa auf (vergleiche Kapitel 3.6.1). Möglicherweise
existieren sogar mehrere lasB-Gene in L. pneumophila. Eine Beteiligung von L. pneu-
mophila-LasB an Virulenz-assoziierten Prozessen wäre somit denkbar.
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3.6.3 Die Zink-Metalloprotease ProA
Die Aktivität einer extrazellulären Protease für die Serotypen 1 - 6 von L. pneumophi-
la wurde das erste Mal durch Thompson et al. im Jahr 1981 beschrieben. Das Protein
wurde in großen Mengen im Kulturüberstand gefunden, woraus die häufig zu findende
Bezeichnung Major secretory protein (Msp) entstand (Szeto and Shuman, 1990). Man-
che Legionella-Spezies, wie L. micdadei str. Tatlock, weisen jedoch wesentlich gerin-
gere oder gar keine extrazelluläre Proteaseaktivität auf (Berdal and Fossum, 1982).
Erstmals isoliert und näher charakterisiert wurde das Protein im Jahr 1986 von Drey-
fus and Iglewski. ProA wird durch einen 1.629 bp langen, offenen Leserahmen kodiert,
welcher vollständig translatiert einem Präprotein bestehend aus 543 Aminosäuren und
einem Molekulargewicht von 60,775 kDa entspricht (Black et al., 1990). Das proA-
Gen ist hoch konserviert innerhalb der verschiedenen L. pneumophila-Stämme. Der
genaue Regulationsmechanismus der proA-Expression ist nicht vollständig geklärt. Je-
doch wurde beobachtet, dass L. pneumophila in nährstoffreichem Vollmedium mehr
ProA produziert als in chemisch-definiertem Medium (Szeto and Shuman, 1990). Die
Protease gehört zu den Thermolysinen (vergleiche Kapitel 3.6.1) und wird über das
Typ II-Sekretionssystem sezerniert (Hales and Shuman, 1999a). Nach Abspalten der
Signalsequenz und autokatalytischer Prozessierung des Propeptids liegt die reife Pro-
tease mit einem Molekulargewicht von 37,826 kDa vor (Moffat et al., 1994a). Eine op-
timale Enzymaktivität erreicht ProA bei pH-Werten zwischen 5,5 - 7,5 und Temperatu-
ren unter 40 °C. Der isoelektrische Punkt des Proteins liegt bei 4,2 - 4,4. Essentiell für
die Funktion der M4-Protease ist der Cofaktor Zn2+. Dieser ist im aktiven Zentrum über
die Liganden His377, His381 und Glu401 gebunden. Jedoch kann Zn2+ auch durch andere
zweiwertige Ionen wie Fe2+, Mn2+ oder Cu2+ vollständig oder partiell ersetzt werden.
Die Proteaseaktivität kann durch Metall-Chelatoren wie Ethylendiamintetraessigsäure
(EDTA), Ethylenglykol-bis(aminoethylether)-N,N,N´,N´-tetraessigsäure (EGTA) oder
O-Phenantrolin mittels Komplexierung des Cofaktors inhibiert werden (Thompson
et al., 1981, Dreyfus and Iglewski, 1986, Poras et al., 2012). Essentiell für die pro-
teolytische Aktivität ist weiterhin die Glutaminsäure an Position 378 (Moffat et al.,
1994a).
ProA weist große Homologien zur Elastase LasB aus P. aeruginosa und Thermoly-
sin aus B. thermoproteolyticus, dem Namensgeber der M4-Familie, auf (Black et al.,
1990). Die Kristallstruktur von LasB wurde bereits 1991 von Thayer et al. entschlüs-
selt. Aufgrund dieser Daten konnten Poras et al. 2012 die vorraussichtliche Struk-
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tur von ProA modellieren (Abb. 3.6). Dieses Modell lässt vermuten, dass die kata-
lytischen Zentren von beiden Proteinen identisch organisiert sind. Jedoch konnte in
früheren Untersuchungen mit dem chromogenen Substrat MeO-Succinimid-Arg-Pro-
Tyr-p-Nitroanilid gezeigt werden, dass dieses von allen Serogruppen von L. pneu-
mophila gespalten wurde, jedoch nur gering bis gar nicht von anderen Legionella-
Spezies sowie verschiedenen Pseudomonas- und Enterobacteriaceae-Stämmen (Berdal
et al., 1982b,a, McIntyre et al., 1991). Dies demonstriert eine relativ hohe Spezifität
von L. pneumophila-ProA für dieses Substrat. Weiterhin konnte in späteren Analysen
die Komponente Ac-Ser-Lys-Gly-Pya-(3-NO2)Tyr-Gly-Gly-Lys-NH2 als spezifisches
ProA-Substrat identifiziert werden (Poras et al., 2012).
Abbildung 3.6: LasB-basiertes Modell der ProA-Struktur und des aktiven Zentrums. (A) Modell
der vorraussichtlichen ProA-Struktur (gelb) basierend auf der Kristallstruktur von LasB (P. aeruginosa,
grün). Der Zink-Cofactor ist in rot dargestellt und der co-kristallisierte HPI-Inhibitor von LasB in blau.
Die schwarzen Pfeile markieren die Loops von ProA. (B) Modellierung des aktiven Zentrums von ProA
anhand des spezifischen Substrats Ac-Ser-Lys-Gly-Pya-(3-NO2)Tyr-Gly-Gly-Lys-NH2. Das Zink-Ion
von ProA ist in gelb dargestellt (Poras et al., 2012).
Zu den Substraten von ProA gehören Casein, Gelatine, Kollagen und humane Serum-
proteine wie α1-Antitrypsin. Im Gegensatz zur Pseudomonas-Elastase gehört Elastin
jedoch nicht dazu. Außerdem konnte für ProA eine hämolytische und zytotoxische
Aktivität nachgewiesen werden (Müller, 1980, Thompson et al., 1981, Conlan et al.,
1988a, Keen and Hoffman, 1989, Quinn and Tompkins, 1989). ProA inhibiert weiter-
hin die Produktion von toxischen Superoxidradikalen in humanen Neutrophilen und
Monozyten und beeinflusst ihre chemotaktische Aktivität, wobei der genaue Mecha-
nismus bis jetzt unklar ist (Sahney et al., 1990, Rechnitzer and Kharazmi, 1992, Sah-
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ney et al., 2001). Des Weiteren spaltet ProA TNF-α sowie CD4 auf humanen T-Zellen
und inaktiviert Interleukin-2 (Hell et al., 1993, Mintz et al., 1993). Eine regulatori-
sche Funktion konnte für ProA in Bezug auf die Aktivierung lipolytischer Enzyme
nachgewiesen werden. So interagiert die Protease direkt mit der Typ II-sezernierten
Glykophospholipid:Cholesterol-Acyltransferase PlaC und prozessiert diese in ihre ak-
tive Form (Rossier et al., 2004, Banerji et al., 2005, Lang et al., 2012).
Bereits erste Versuche mit gereinigtem ProA deuteten darauf hin, dass die Metallo-
protease ein wichtiger Virulenzfaktor für L. pneumophila ist. Im Meerschweinchen-
Modell verursacht ProA Läsionen im Lungengewebe, die pathologisch ähnlich zu Be-
funden von Legionellose-Patienten sind (Conlan et al., 1986, Williams et al., 1987,
Conlan et al., 1988b). Nach intranasaler oder intratrachealer Inokulierung konnten
Blutungen und Nekrosen des alveolaren Epithels und Endothels, gefolgt von massiver
Einwanderung von PMNs und Makrophagen beobachtet werden (Baskerville et al.,
1986). Versuche mit ProA-negativen Mutanten führten jedoch zu widersprüchlichen
Ergebnissen. So konnten Blander et al. im Jahr 1990 keinen Einfluss von ProA auf
den Krankheitsverlauf im Meerschweinchen-Modell nachweisen. Eine Vakzinierung
der Meerschweinchen mit gereinigtem ProA ergab dagegen eine effektive Immuni-
tät gegenüber L. pneumophila. Spätere Versuche von Moffat et al. (1994b) zeigten
wiederum, dass mit einem ProA-defizienten Stamm infizierte Meerschweinchen einen
verzögerten Krankheitsverlauf und weniger nekrotische Gewebsschädigungen gegen-
über Infektionen mit dem L. pneumophila-Wildtyp aufwiesen.
Versuche mit Meerschweinchen-Makrophagen führten ebenfalls zu kontroversen Er-
gebnissen. So konnten Moffat et al. (1994b) keinen Einfluss der Protease auf die Re-
plikation nachweisen. Edelstein et al. beobachteten 1999 jedoch eine verringerte Ver-
mehrung für eine ProA-defiziente Mutante in Meerschweinchen-Makrophagen. Infek-
tionen humaner U937-Makrophagen ergaben für einen ProA-negativen L. pneumo-
phila-Stamm eine Erhöhung des Interleukin-6-Levels, was auf einen Einfluss der Pro-
tease auf die proinflammatorische Antwort der Wirtszelle hindeutet (McCoy-Simandle
et al., 2011). In humanen HL-60-Makrophagen sowie in der Amöbe A. castellanii ist
die Protease nicht relevant für die intrazelluläre Replikation von L. pneumophila oder
die Abtötung der Wirtszelle (Szeto and Shuman, 1990, Moffat et al., 1994b, Hales and
Shuman, 1999a, Rossier et al., 2008). Jedoch konnte in V. vermiformis und dem Flagel-
laten Naegleria lovaniensis eine reduzierte Vermehrung für ProA-negative Mutanten
beobachtet werden (Rossier et al., 2008, Tyson et al., 2013).
28
3 Einleitung
Schon in früheren Studien war es möglich, ProA auch intrazellulär nachzuweisen
(Rechnitzer et al., 1992). Laut neuesten Erkenntnissen wird das T2S-sezernierte Pro-
tein dabei sogar aus der LCV transloziert, gelangt in das Wirtszell-Cytoplasma und
assoziert dort an der Außenseite der LCV (Abb. 3.7). Bereits 6 h nach Inokulation ist
ProA in der Wirtszelle nachweisbar. Interessanterweise konnte die Translokation in
humanen Makrophagen und Amöben, jedoch nicht in Mausmakrophagen beobachtet
werden (Truchan et al., 2017).
Abbildung 3.7: Lokalisierung von ProA in L. pneumophila-infizierten Makrophagen. (A) Humane
Makrophagen (U937) wurden mit L. pneumophila WT, proA-defizienter Mutante und dem Komplemen-
tationsstamm (proA-/pMproA) für 16 h infiziert und mit spezifischen Antikörpern gegen ProA (links)
und LPS (Mitte) behandelt. Die Wirts-Zellkerne und bakterielle DNA wurden mit 4´,6-Diamidin-2-
phenylindol (DAPI, blau) markiert. Die Analyse erfolgte mittels Konfokalmikroskopie. Rechts sind
zusätzlich die ProA-positiven LCV-Membranen (in % + SD) dargestellt. (B) Quantifizierung der ProA-
positiven LCV-Membranen (in % + SD) 12 h, 16 h und 20 h nach Infektionsstart, Student´s t-Test; **,
P < 0,01 (Truchan et al., 2017).
3.7 Die Flagelle von L. pneumophila
Eine der am weitesten verbreiteten Motilitätsmechanismen von pathogenen Bakteri-
en ist das Flagellum, ein helikal rotierender Propeller, welcher der schwimmenden
Fortbewegung dient (Jarrell and McBride, 2008, Chen et al., 2011). Diese komplexe
molekulare Maschinerie besteht aus ca. 30 verschiedenen Proteinen, die teils in vie-
len tausenden Kopien vorliegen (Macnab, 2003, Berg, 2003). Flagellen haben einen
Durchmesser von ungefähr 20 nm und bei manchen Bakterien eine Länge von bis zu
20 µm (Doetsch and Sjoblad, 1980). Die meisten Legionella-Spezies sind in der Lage,
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eine einzelne, polare Flagelle zu bilden (Ott et al., 1991). In einigen Stämmen, wie
L. israelensis, L. longbeachae und L. oakridgensis, konnten jedoch keine Flagellen
beobachtet werden (Heuner et al., 1995).
3.7.1 Allgemeiner Aufbau
Das Flagellum besteht aus drei verschiedenen Einheiten: dem Basalkörper, dem Haken
und dem Filament. In Gram-negativen Bakterien umspannt der Basalkörper sowohl
die innere als auch die äußere Membran. Der sogenannte MS-Ring, der in der inne-
ren Membran lokalisiert ist, besteht aus ca. 26 Kopien des Proteins FliF und ist mit
den Stator-Proteinen MotA und MotB über den C-Ring verbunden (Abb. 3.8) (Suzuki
et al., 2004, Thomas et al., 2006). MotA und MotB liegen jeweils in 12-facher Ko-
pie vor und formen einen Protonen-Kanal durch die Membran (Stolz and Berg, 1991).
Die Energie für die Bewegung der Flagelle wird dabei durch einen Protonengradien-
ten erzeugt. Jedoch ist der genaue Ablauf bis jetzt nur wenig erforscht (Altegoer et al.,
2014).
Der C-Ring liegt auf der cytoplasmatischen Seite des MS-Rings und besteht aus den
drei Komponenten FliM, FliN und FliG. Er ist wichtig für die Transmission von che-
mosensorischen Signalen in eine Drehbewegung der Flagelle. FliG schafft dabei eine
Verbindung zwischen dem C-Ring und den Stator-Proteinen (Vartanian et al., 2012).
Es wird vermutet, dass der C-Ring aus etwa 26-34 FliG-, 34 FliM- und 100 FliN-
Molekülen besteht und einen Durchmesser von ca. 40-45 nm aufweist (Kawamoto
et al., 2013). Bei Gram-negativen Bakterien besteht der sogenannte Stab, der dem MS-
Ring aufsitzt, aus einem zentralen Kern und den P- und L-Ringen, die den Basalkörper
mit der Peptidoglykanschicht und der äußeren Membran verbinden. Die beteiligten
Komponenten sind FlgB, FlgC, FlgF, FlgG, FlgH und das Adapter-Protein FliE. Die
P- und L-Ringe werden von vielen Kopien der Proteine FlgH und FlgL gebildet (Macn-
ab, 2003).
Der Stab hat einen Durchmesser von ca. 10 nm und eine Länge von ca. 20 nm (Kubori
et al., 1997). Der sogenannte Flagellen-Haken hat eine Länge von ca. 55 nm und ver-
bindet den Basalkörper mit dem Filament (Berg and Anderson, 1973, Samatey et al.,
2004). In Gram-negativen Bakterien besteht er aus dem Protein FlgE. Das Protein FlgD
wird für den Aufbau benötigt. Es wird vermutet, dass weiterhin FlhB und FliK für die
Kontrolle der Haken-Länge verantwortlich sind und durch Interaktion mit dem Sekreti-
onsapparat eine Veränderung der Sekretions-Spezifität zu Filament-Substraten hervor-
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rufen (Erhardt et al., 2011). Die Verbindung zwischen Haken und Filament schaffen
die Proteine FlgK und FlgL. Am Anfang der Filament-Bildung ist außerdem das Cap-
Protein FliD, das die Zusammensetzung des Filaments aus den Flagellin-Monomeren
vermittelt, mit FlgL assoziiert (Macnab, 2003).
Abbildung 3.8: Schematische Darstellung des Flagellums Gram-negativer Bakterien. Der Basal-
körper des Flagellums besteht aus einem MS-Ring (FliF), der über den C-Ring (FliM, FliN und FliG)
mit MotA und MotB verbunden ist. Darauf sitzt der sogenannte Stab, der aus einem zentralen Kern
und den P- und L-Ringen besteht. Die beteiligten Komponenten sind FlgB, FlgC, FlgF, FlgG, FlgH und
FlgL. Der Flagellen-Haken besteht aus dem Protein FlgE. Für den Aufbau sind weiterhin die Proteine
FlgD, FlhB und FliK wichtig. Die Verbindung zwischen Haken und Filament schaffen FlgK und FlgL.
Für die Filamentzusammensetzung ist das Cap-Protein FliD essentiell. Das Filament selbst besteht aus
tausenden Kopien des Proteins Flagellin (FliC, FljB oder FlaA bei L. pneumophila) (Altegoer et al.,
2014).
Das Filament ist der längste Teil der Flagelle und besteht aus mehr als 20.000 Kopien
des Proteins Flagellin (meist FliC, bei L. pneumophila FlaA). Die Flagellin-Monomere
lagern sich in helikaler Form an, wobei 11 Moleküle eine Windung bilden (Yonekura
et al., 2003, Heuner and Steinert, 2003). Die Kristallstruktur von Salmonella typhimu-
rium-FliC zeigte, dass das Protein aus den drei Domänen D0, D1 und D2/3 besteht. D0-
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und D1-Domäne bilden die N- und C-Termini des Flagellins und sind hoch konserviert
zwischen den verschiedenen Bakterienspezies. Sie bilden die inneren und äußeren Rin-
ge des Filaments. Die D2/3-Domänen zeigen dagegen hohe Sequenz-Variationen auf
und kommen sogar in manchen Spezies, wie Bacillus subtilis, nicht vor. Nach dem
Aufbau des Filaments sind diese Domänen auf der Oberfläche von diesem zu finden
und tragen zur Antigenvariabilität des Flagellins bei (Samatey et al., 2001, Yonekura
et al., 2003, Song and Yoon, 2014).
3.7.2 Regulation
Die Flagellierung von L. pneumophila ist auch immer mit einem virulenten Phänotyp
und dem Übergang in die transmissive Phase assoziiert. Ausgelöst werden kann die-
ser Vorgang zum Beispiel durch Umwelteinflüsse wie bestimmte Temperaturen, Nähr-
stoffmangel, der Wachstumsphase des Bakteriums oder der Viskosität des umgebenen
Mediums (Ott et al., 1991, Bosshardt et al., 1997, Byrne and Swanson, 1998, Hammer
et al., 2002, Li et al., 2015). Bei widrigen Umweltbedingungen wird das intrazelluläre
Alarmon ppGpp, reguliert von RelA und SpoT, produziert (Abb. 3.9). RelA detektiert
die Menge an verfügbaren, intrazellulären Aminosäuren und SpoT die der Fettsäuren
(Hammer and Swanson, 1999, Dalebroux et al., 2009, 2010). Die Akkumulierung des
Alarmons ppGpp führt zur Aktivierung von RpoS sowie des Zweikomponentensys-
tems LetAS (vergl. Kapitel 3.5.5). Neben dem Einfluss dieser globalen Regulatoren ist
das Flagellen-Regulon von L. pneumophila in einem Netzwerk aus vier verschiedenen
Genklassen organisiert.
Der sogenannte Masterregulator FleQ ist eines von drei in L. pneumophila bekannten
Enhancer-binding-Proteinen. Dieser initiiert zusammen mit dem σ54-Faktor RpoN die
Trankription von Genen des Flagellen-Regulons (Jacobi et al., 2004, Wigneshweraraj
et al., 2008, Albert-Weissenberger et al., 2010). Homolog zu P. aeruginosa werden da-
bei Gene der Klasse II wie fliE, fliM und fliK aktiviert (Dasgupta et al., 2003). Durch
FleQ wird weiterhin die Expression von Klasse III-Genen wie die der Stator-Proteine
MotA und MotB reguliert. Die Expression von fleQ selbst wird vermutlich durch den
σ70-Faktor RpoD reguliert. Weiterhin wurde eine Vfr-Bindestelle identifiziert, die sich
mit dem fleQ-Promotorelement überlappt (Jacobi et al., 2004). Der alternative σ28-
Faktor fliA wird vermutlich über CsrA reguliert und veranlasst die Expression der
Klasse IV-Gene wie flaA, fliDS und motY (Heuner et al., 1995, 1997, 2002, Heuner and
Albert-Weissenberger, 2008). Für FleR wird vermutet, dass es zusammen mit RpoN
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Abbildung 3.9: Postuliertes Flagellen-Regulon von L. pneumophila. Durch Umwelteinflüsse oder
Nährstoffmangel kann der Regulationsweg über das Alarmon ppGpp aktiviert werden, was zur Aktivie-
rung von RpoS und des Zwei-Komponentensystems LetAS führt. Die regulierten Gene werden in die
Klassen I-IV eingeteilt. Der Masterregulator FleQ wird durch den σ70-Faktor RpoD reguliert. Zusam-
men mit dem σ54-Faktor RpoN initiiert FleQ die Expression der Klasse II- und III-Gene. In L. pneumo-
phila Corby wird der σ28-Faktor FliA vermutlich durch CsrA und RpoS reguliert und ist verantwortlich
für die Expression der Klasse IV-Gene wie flaA. FlaR reprimiert die Transkription von FlaA (Appelt
and Heuner, 2017).
als Teil einer negativen Rückkopplungsschleife die Expression der Flagellen-Gene un-
terbindet, sobald diese nicht mehr benötigt werden (Albert-Weissenberger et al., 2010).
Für die Repression von flaA ist das DNA-bindende Protein FlaR verantwortlich (Heu-
ner et al., 2000).
3.7.3 Rolle in der Virulenz von L. pneumophila
Wie bereits in Kapitel 3.7.2 erwähnt, ist die Flagelle von L. pneumophila mit der Aus-
prägung eines virulenten Phänotyps verknüpft. Ein wichtiger Faktor dabei ist die Mo-
tilität des Bakteriums. Eine Korrelation zwischen Virulenz und Motilität wurde bereits
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früh für viele Pathogene beschrieben (Drake and Montie, 1988, Liu et al., 1988, Allison
et al., 1992, Mobley et al., 1996). Motilität spielt auch eine Rolle bei der Ausbildung
von Biofilmen (O’Toole and Kolter, 1998, Lemon et al., 2007, Guttenplan and Kearns,
2013). Dieser Umstand ist möglicherweise relevant für das Überleben von L. pneu-
mophila in seiner Umgebung. In ersten Studien, die einen Link zwischen der Virulenz
und einem flagellierten Phänotyp von L. pneumophila herstellten, konnte gezeigt wer-
den, dass sich nicht-flagellierte Insertionsmutanten schlechter in V. vermiformis und
der Makrophagen-ähnlichen Zelllinie U937 vermehren können (Pruckler et al., 1995).
Eine Insertions-Mutation in dem fliI-Gen von L. pneumophila, die zu einem Verlust
von Oberflächen-lokalisiertem Flagellin führte, zeigte jedoch keinen Effekt auf die in-
trazelluläre Replikation in U937-Zellen. Dies lässt vermuten, dass das Zusammenset-
zen der Flagelle hierbei keine Rolle spielt (Merriam et al., 1997). Auch Dietrich et al.
konnten 2001 beobachten, dass Flagellen-defiziente Mutanten von L. pneumophila in
A. castellanii und HL-60-Zellen attenuiert sind. Jedoch wurde auch hier gezeigt, dass
die intrazelluläre Replikation nicht beeinflusst wird. Dafür konnte ein Effekt auf die
Etablierung der Infektion und der Invasionsfähigkeit festgestellt werden, was für eine
Rolle der Flagelle in der frühen Phase der Infektion von Wirtszellen spricht. Wahr-
scheinlich ist auch, dass hauptsächlich ein motiler Phänotyp wichtig für die Adhäsion
ist und nicht die Flagelle selbst. Dies konnte durch Versuche mit Deletionsmutanten
der Statorproteine MotA und MotB bestätigt werden (Molofsky et al., 2005). Auch
das Flagellin FlaA erhöht die Invasionsfähigkeit von L. pneumophila, beeinflusst je-
doch nicht die Adhäsion oder intrazelluläre Replikation (Dietrich et al., 2001).
Weiterhin mit der Virulenz von L. pneumophila assoziiert ist der alternative Sigmafak-
tor FliA. Dieser ist wichtig für die Motilität, das intrazelluläre Wachstum in D. discoi-
deum und die effiziente Infektion und Zytotoxizität in murinen Makrophagen (Hammer
et al., 2002, Heuner et al., 2002, Molofsky and Swanson, 2003). Eine Rolle von FliA
in der Biofilm-Bildung und in der Regulation der Produktion eines Melanin-ähnlichen
Pigments zum Schutz vor UV-Strahlung konnte ebenfalls nachgewiesen werden (Mo-
lofsky et al., 2005, Mampel et al., 2006). Wichtig für die Pathogenität der Legionellen
ist auch das Zweikomponentensystem FleR/FleS. Insertionsmutanten dieser Regulato-
ren zeigten eine schlechtere Vermehrung in A. castellanii und Defizite in der Invasion
(Polesky et al., 2001). Des Weiteren wird die kontaktabhängige Hämolyse durch FleQ
und RpoN erhöht (Heuner et al., 2006).
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3.7.4 Das FlaA-Protein von L. pneumophila
Das Flagellin von L. pneumophila bildet mit 47 kDa die größte Untereinheit der Fla-
gelle (Elliott and Johnson, 1981, Ott et al., 1991). Das flaA-Gen codiert einen 1.428 bp
großen offenen Leserahmen, welcher für 475 Aminosäuren codiert. Vergleiche der
Aminosäuresequenz von FlaA mit dem Flagellin anderer Bakterienspezies ergaben ho-
he Homologien der N-terminalen und C-terminalen Aminosäuren. Bei Untersuchun-
gen von L. pneumophila-Umweltisolaten wurden jedoch 14 verschiedene Genotypen
von flaA gefunden, was für eine hohe Differenzierung zwischen den L. pneumophila-
Serogruppen und den vorherrschenden Umweltbedingungen spricht.
Das Flagellin wird temperaturabhängig exprimiert und bei Temperaturen über 37 °C
nicht mehr gebildet. Die Transkription von flaA wird von dem σ28-Faktor reguliert
(vergleiche Kapitel 3.7.2). Die meisten Legionella-Stämme tragen das flaA-Gen, je-
doch sind einige dieser Stämme, wie L. bozemanii und L. feeleii, trotzdem nicht in der
Lage, eine Flagelle auszubilden (Ott et al., 1991, Heuner et al., 1995, 1997, Amemura-
Maekawa et al., 2008). Weiterhin ist die Expression von FlaA abhängig von der Wachs-
tumsphase und weiteren Umweltfaktoren wie Nährstoffangebot, Osmolarität und Vis-
kosität (Heuner et al., 1999).
Flagellin ist ein Virulenz-assoziierter Faktor. So zeigen FlaA-defiziente Mutanten eine
verringerte Invasionseffizienz in Amöben und HL-60-Zellen. Jedoch hat der Verlust
des Flagellins keinen Einfluss auf die Adhäsion und die intrazelluläre Vermehrung in
diesen Zellen (Dietrich et al., 2001). In den humanen Lungenepithelzelllinien A549
und NCI-H292 konnte für FlaA-defiziente Legionellen eine verminderte Replikations-
fähigkeit nachgewiesen werden (Teruya et al., 2007). Gegenteilige Ergebnisse zeigten
Versuche mit einer deutlich geringeren MOI, wobei eine flaA-negative Mutante ei-
ne signifikant höhere Replikation in A549-Zellen und THP-1-Makrophagen aufwies
(Vinzing et al., 2008).
FlaA stimuliert die proinflammatorische Zytokinproduktion in Lungenepithelzellen
sowie murinen und humanen Makrophagen (Heuner et al., 2002, Hawn et al., 2003,
Molofsky et al., 2005). Wie in Kapitel 3.8.1 näher erläutert, kann FlaA über TLR5 er-
kannt werden (Hawn et al., 2003). In alveolaren Makrophagen ist die TLR5-vermittelte
FlaA-Detektion in die Rekrutierung von polymorphnuklearen Neutrophilen (PMNs)
und der Sekretion von TNF-α, IL-6 und der Chemokine MIP-2 und KC involviert
(Hawn et al., 2007). In Lungenepithelzellen kommt es zu Expression von IL-8 (Hawn
et al., 2003). Dieses aktiviert Neutrophile, Basophile und T-Zellen und ist in der frühen
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Wirtsantwort auf Pathogene involviert (Jung et al., 1995, Eckmann et al., 1993, Mu-
kaida et al., 1998). FlaA, das vermutlich über das Dot/Icm-System in das Zytosol der
Wirtszelle gelangt, wird über das Naip5/Nlrc4-Inflammasom erkannt (siehe Kapitel
3.8.2) (Diez et al., 2003, Wright et al., 2003, Amer et al., 2006, Zamboni et al., 2006).
Wichtig für die Erkennung ist hierbei die C-terminale Domäne von FlaA (Lightfield
et al., 2008). L. pneumophila-Mutanten, die kein FlaA exprimieren, sind nicht in der
Lage während der Makrophagen-Infektion in Mäusen Caspase-1 zu aktivieren (Mo-
lofsky et al., 2005, Ren et al., 2006, Amer et al., 2006). Weiterhin ist FlaA auch an
der Aktivierung von Caspase-7 beteiligt (Akhter et al., 2009). Als Konsequenz können
sich Flagellin-defiziente Legionella-Stämme besser in murinen Makrophagen vermeh-
ren, da sie der proinflammatorischen Antwort entgehen (Akamine et al., 2007). Ähn-
liche Ergebnisse konnten für humane Makrophagen und A549-Zellen gezeigt werden
(Vinzing et al., 2008). In aktuellen Studien wurde FlaA in Kombination mit Mip und
PilE rekombinant produziert und als mögliches Vakzin gegen L. pneumophila in Mäu-
sen getestet. FlaA in dieser Kombination, aber auch als eigenständiges Protein, ist in
der Lage eine hohe Immunogenität hervorzurufen (Mohabati Mobarez et al., 2017, He
et al., 2017).
3.8 Wechselwirkung von L. pneumophila mit der
angeborenen Immunabwehr
Als natürliche Wirte von L. pneumophila dienen üblicherweise Amöben (Al-Quadan
et al., 2012). Dadurch sind Legionellen natürlicherweise nicht mit der humanen Immu-
nabwehr konfrontiert und so weniger dem selektivem Druck ausgesetzt, das Erkennen
durch die wirtseigene Immunabwehr zu verhindern. Somit spricht L. pneumophila eine
Vielzahl an Erkennungsmechanismen der angeborenen und adaptiven Immunantwort
an (Vance, 2010). In den folgenden Unterkapiteln werden die molekularen Mecha-
nismen der durch eine L. pneumophila-Infektion ausgelösten, angeborenen Immunab-
wehr beschrieben (Abb. 3.10).
3.8.1 Toll-like receptors
Toll-like receptors (TLRs) sind Transmembranproteine der extrazellulären oder en-
dozytotischen Vakuolen-Membran, die zu den Pattern recognition receptors (PRRs)
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gehören und sogenannte PAMPs (Pathogen-associated molecular patterns) erkennen
(Janeway and Medzhitov, 2002, Akira, 2006, Gazzinelli and Denkers, 2006). Dafür
besitzen sie extrazelluläre, leucinreiche LRR-Sequenzen (Leucine-rich repeats) und
eine intrazellulär vorliegende TIR-Domäne (Toll/ IL-1R homology domain), die mit
den vier verschiedenen Adapterproteinen TRAM, MAL/TIRAP, MyD88 und TRIF in-
teragieren kann und somit eine Signalkaskade in Gang setzt (O’Neill, 2008).
Abbildung 3.10: Schematische Darstellung der Erkennung von L. pneumophila durch das ange-
borene Immunsystem. (A) TLRs detektieren das Bakterium auf der Zelloberfläche oder im Phago-
som. Die Signalweiterleitung erfolgt über das Adapter-Protein MyD88. Durch die Sezernierung von
Effektormolekülen durch das Dot/Icm-Sekretionssystem können im Zytosol der Wirtszelle weitere Er-
kennungswege angesprochen werden. (B) Zusätzlich stimuliert Legionella die Rezeptoren NOD1 und
NOD2, wobei Rip2 als Adapter-Protein dient. TLR- und NOD-vermittelte Detektion resultiert in der
Aktivierung proinflammatorischer Transkriptionsfaktoren wie NF-κB. NF-κB induziert dabei auch die
Expression des eigenen Inhibitors IκB. (C) Legionellen sezerniern fünf verschiedene Effektoren (Lgt1,
Lgt2, Lgt3, SidI und SidL), die die Protein-Synthese dieses Inhibitors blockieren können. Weiterhin
aktivieren sie wirtseigene MAPKs (Mitogen-activated protein kinases). (D) Über Nukleinsäuren in-
duziert L. pneumophila IRF3-Aktivierung und die Transkription von Typ I-Interferonen (IFNs). (E)
Zytosolisches Flagellin wird über das Naip5/Nlrc4-Inflammasom detektiert und führt zu einer Caspase-
1-Aktivierung, der Sekretion von Zytokinen und schlussendlich zur Lyse der Wirtszelle (Fontana and
Vance, 2011).
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Im Gegensatz zu vielen anderen Bakterien wird L. pneumophila nicht über TLR4, ei-
nem generellen LPS-Sensor, erkannt (Zamboni et al., 2004). Stattdessen haben Studi-
en gezeigt, dass das Lipid A von Legionellen, über welches das LPS in der Membran
verankert ist, durch TLR2 detektiert wird und zur Expression des hauptsächlich auf
Monozyten und Makrophagen präsenten Oberflächenproteins CD14 führt. Daher wird
vermutet, dass das Legionella-LPS durch TLR2 erkannt wird. Jedoch sind die genauen
Mechanismen bis jetzt unklar (Girard et al., 2003). Weiterhin spielt TLR2 auch eine
Rolle bei der Erkennung von weiteren L. pneumophila-PAMPs wie Lipopeptiden und
Lipoproteinen. Die Aktivierung des Rezeptors ist dabei kritisch für die Infektion von
L. pneumophila in Mäusen. So konnte gezeigt werden, dass tlr2-/--Mäuse eine verrin-
gerte Zytokinproduktion aufweisen und die Bakterien sich besser in der Lunge ver-
mehren können (Akamine et al., 2005, Archer and Roy, 2006, Hawn et al., 2006). Als
flagellierte Bakterien können Legionellen weiterhin über den Rezeptor TLR5 erkannt
werden. In Menschen konnte gezeigt werden, dass ein spezieller Polymorphismus in
der Liganden-Bindedomäne von TLR5 zu einer erhöhten Anfälligkeit gegenüber der
Legionärskrankheit führt (Hawn et al., 2003). Diese Ergebnisse konnten durch Versu-
che mit tlr5-/--Mäusen gestützt werden, die nach L. pneumophila-Infektion eine verän-
derte proinflammatorische Antwort zeigten (Hawn et al., 2007).
Ein weiterer wichtiger PRR bei der Infektion mit L. pneumophila ist TLR9. Mäu-
se, die diesen Rezeptor nur in geringen Mengen exprimieren, weisen bei Legionel-
leninfektionen reduzierte Zytokinlevel auf, was die Replikation des Erregers in den
Lungen begünstigt (Newton et al., 2007a, Archer et al., 2009). TLR9-defiziente Mäu-
sen zeigten außerdem Defekte bei der Phagozytose von Legionellen durch alveolare
Makrophagen und eine erhöhte Sterblichkeitsrate bei einer Infektion im Vergleich zu
Wildtyp-Mäusen (Bhan et al., 2008). Das allgemeine Adapter-Protein für die meis-
ten TLRs ist MyD88, welches eine wichtige Rolle bei der Signalweiterleitung nach
Aktivierung des Rezeptors spielt. Eine Deletion dieses Proteins in dem Wirtsorganis-
mus führt zu einer hohen Anfälligkeit gegenüber einer Infektion. MyD88-defiziente
Mäuse zeigten bei einer pulmolaren Infektion mit L. pneumophila eine beeinträchtigte
Cytokin-Produktion und stark erhöhte Legionella-CFUs (colony forming units) in der
Lunge (Neild et al., 2005, Archer and Roy, 2006, Hawn et al., 2006, Sporri et al., 2006,
Archer et al., 2010). Da MyD88 das Adapter-Protein für TLRs ist wurde vermutet, dass
eine Deletion mehrerer TLRs zu einer ähnlich hohen Anfälligkeit gegenüber Legio-
nella-Infektionen führt wie bei MyD88-defizienten Mäusen. Diese Annahme konnte
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konnte jedoch in Versuchen mit tlr5-/-/tlr9-/--, tlr2-/-/tlr5-/-- oder tlr2-/-/tlr9-/--Mäusen
nicht bestätigt werden (Archer et al., 2009). Vermutlich gibt es für die Detektion von
L. pneumophila-Strukturen noch eine Vielzahl an weiteren, bisher nicht identifizierten
Mechanismen (Abb 3.10 A).
3.8.2 NOD-like receptors
Eine weitere Familie innerhalb der PRRs sind die sogenannten NOD-like receptors
(NLRs). Die zentrale NOD (Nukleotid-bindende und Oligomerisierungs-Domäne) ent-
hält eine NACHT-Domäne (NAIP, CIITA, HET-E und TP-2), welche in dNTPase-
Aktivität und Oligomerisierung involviert ist (Koonin and Aravind, 2000, Ting et al.,
2008). Die C-terminale LRR-Domäne dient der Liganden-Bindung, während die N-
terminale Effektor-Domäne mit anderen Proteinen interagiert und eine Signalkaskade
in Gang setzt. Die N-terminale Domäne kann dabei aus einer Acidic transactivation
domain (NLRA), einer Baculoviral inhibitory repeat-like domain (BIR, NLRB), einer
Caspase activation and recruitment domain (CARD, NLRC) oder einer Pyrin-Domäne
(NLRP) bestehen (Ting et al., 2008). Erste Versuche zu den NLRs Nod1 und Nod2,
welche allgemein bakterielles Peptidoglykan erkennen, im Zusammenhang mit Legio-
nella-Infektionen in Makrophagen wurden von Shin et al. im Jahr 2008 durchgeführt.
Dabei wurden die durch Effektoren des Dot/Icm-System der Legionellen induzierten
Gene der Makrophagen untersucht. In dieser Studie wurden einige Gene identifiziert,
die im Zusammenhang mit einem Rip2-abhängigen Signalweg stehen, was auf eine
Detektion durch Nod1 und Nod2 hindeutet. Der Einfluss dieses Erkennungsweges
wurde durch in vivo Experimente mit rip2-/-/myd88-/-- und myd88-/--Mäusen analysiert,
wobei erstere eine deutlich höhere Anfälligkeit für L. pneumophila-Infektionen, auch
bei geringen MOIs, aufwiesen (Archer et al., 2010). Jedoch zeigten diese und weitere
Studien auch, dass die Rekrutierung von Neutrophilen zwar teilweise von Nod1 und
Nod2 abhängig ist, die Replikation von L. pneumophila aber nur geringfügig durch
diesen Signalweg beeinträchtigt wird (Abb. 3.10 B) (Berrington et al., 2010, Frutuoso
et al., 2010).
Schon in früheren Versuchen von Yamamoto et al. im Jahr 1988 wurde festgestellt,
dass Makrophagen von A/J-Mäusen, im Gegensatz zu anderen Maus-Stämmen, die
Replikation von L. pneumophila nicht einschränken können. Später zeigte sich, dass
das für die L. pneumophila-Resistenz der Mausstämme verantwortliche Gen naip5,
auch als birc1e bezeichnet, auf dem autosomal-rezessiven Locus Lgn1 auf Chromo-
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som 13 liegt (Beckers et al., 1995, Dietrich et al., 1995, Diez et al., 2003, Wright et al.,
2003). Naip5 steht im Zusammenhang mit der Caspase-1-Aktivierung und ist abhängig
von einem funktionierenden Dot/Icm-System. Jedoch benötigt dieser Signalweg noch
ein weiteres NLR-Protein, das sogenannte Nlrc4 (Ipaf) (Amer et al., 2006, Molofsky
et al., 2006, Zamboni et al., 2006). Der Agonist für das Naip5/Nlrc4-Inflammasom ist
das Legionella-Flagellin FlaA. Legionellen, die defizient für flaA sind, werden durch
die Rezeptoren nicht erkannt und entgehen diesem Signalweg (Molofsky et al., 2006,
Ren et al., 2006, Zamboni et al., 2006). Das Flagellin wird von Naip5 und Nlrc4 über
seine C-terminale Domäne erkannt, welche für die TLR5-abhängige Detektion nicht
relevant ist (Lightfield et al., 2008). Jedoch konnte auch gezeigt werden, dass Naip5
wichtig für die Erkennung der N-terminalen Domäne von FlaA ist und dabei eine
regulatorische Rolle bei der Aktivierung von Nlrc4 übernimmt. Bei anderen Bakte-
rienspezies wie Salmonella enterica spielt Naip5 dagegen eine untergeordnete Rol-
le (Lightfield et al., 2011). Die Aktivierung des Naip5/Nlrc4-Inflammasoms führt zu
der Caspase-1-abhängigen Ausbildung von Poren in der Makrophagen-Membran und
letztendlich zur Pyroptose der Wirtszelle (Derre and Isberg, 2004, Case et al., 2009,
Silveira and Zamboni, 2010, Whitfield et al., 2010). Weiterhin werden die Transkrip-
tionsregulatoren Irf1 und Irf8 aktiviert und es kommt Caspase-1 bedingt zur Sekretion
der Zytokine IL-1ß und IL-18 (Abb. 3.10 E) (Fortier et al., 2009, Sahoo et al., 2011).
3.8.3 Das Asc-Inflammasom
Das Adapter-Protein Apoptosis-associated speck-like protein containing CARD (Asc)
besteht aus einer Pyrin- und einer CARD (Caspase recruitment domain)-Domäne. Asc
bildet mittels CARD/CARD-Interaktion eine Vernetzung zwischen Caspase-1 und den
Pyrin-haltigen Molekülen der NALP/NLRP-Familie (Mariathasan et al., 2004). Versu-
che mit Makrophagen aus Asc-defizienten Mäusen haben gezeigt, dass das Adapter-
Protein zwar wichtig für die Sekretion von IL-1ß als Antwort auf eine L. pneumophi-
la-Infektion ist, jedoch keine Rolle bei der Kontrolle der Replikation des Erregers in
C57BL/6-Makrophagen spielt (Molofsky et al., 2006, Ren et al., 2006, Zamboni et al.,
2006). Daher wurde erst vermutet, dass Asc an der Naip5/Nlrc4-abhängigen Caspase-
1-Aktivierung beteiligt ist. Jedoch zeigten spätere Versuche, dass der Asc-Signalweg
unabhängig von Nlrc4 ist. Weiterhin geschieht die Caspase-1-Aktivierung auch unab-
hängig von Nalp3. Der genaue Mechanismus der Asc-vermittelten Aktivierung durch
L. pneumophila ist jedoch bis heute unklar (Case et al., 2009). Im Gegensatz zu Maus-
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Makrophagen scheint Asc bei humanen Monozyten eine wichtige Rolle bei der Re-
gulierung der L. pneumophila-Infektion zu spielen. Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass Legionellen die Expression von Asc aktiv reprimieren können (Abdelaziz et al.,
2011).
3.8.4 RIG-I-like receptors
RIG-I-like receptors (RLRs) gehören zur Familie der DExX/H-Box RNA-Helikasen
und fungieren als zytoplasmatische Sensoren von PAMPs wie RNA (Onoguchi et al.,
2011). Die RLRs RIG-I und MDA5 wurden ursprünglich im Zusammenhang mit der
Detektion viraler RNA gefunden. RIG-I erkennt generell 5´-phosphorylierte blunt-
Enden der viralen dsDNA, wohingegen MDA5 unspezifisch innerhalb langer dsRNA
bindet. Beide Moleküle besitzen neben der DExD/H-Box-Helikase noch CARDs und
eine C-terminale Domäne (Kato et al., 2006, Pichlmair et al., 2006). Es konnte jedoch
gezeigt werden, dass RLRs auch wichtig bei der Immunantwort in Reaktion auf bak-
terielle Infektionen sind und sowohl RIG-I als auch MDA5 bei der Typ-I Interferon
(IFN)-Produktion bei L. pneumophila-Infektionen beteiligt sind (Opitz et al., 2006,
Stetson and Medzhitov, 2006, Monroe et al., 2009). Die Produktion von Typ-I IFN
hängt bei einer Infektion mit Legionellen von den Molekülen MAVS (Mitochondrial
antiviral signaling protein) und IRF3 ab (Opitz et al., 2006, Monroe et al., 2009). Die
IRF3-abhängige Immunantwort ist dabei unabhängig von dem Naip5/Nlrc4-System
und kommt sowohl in Mäusen als auch in Menschen vor (Coers et al., 2007, Lippmann
et al., 2008). Jedoch wird dafür ein funktionierendes Dot/Icm-System und die Anwe-
senheit von bakterieller DNA im Wirtszell-Zytoplasma benötigt. Vermutlich gelangt
die Legionellen-DNA über das Typ-IV-Sekretionssystem in die Wirtszelle (Stetson and
Medzhitov, 2006). Dabei wird über RIG-I nur RNA von L. pneumophila detektiert, kei-
ne DNA (Monroe et al., 2009). Eine weitere Studie zeigte, dass eine RNA-Polymerase
III, die Poly(dA:dT)-DNA in 5´-ppp-RNA umwandelt, wichtig für die IFNß-Induktion
mittels RIG-I-Signalweg ist. Für die Aufklärung der genauen Mechanismen der DNA-
und RNA-Detektion sind noch weitere Untersuchungen notwendig. Jedoch haben die
bisherigen Versuche gezeigt, dass der Typ-I IFN-Signalweg die Replikation der Le-
gionellen in Phagozyten effektiv einschränkt und daher von großer Relevanz für die
Makrophagen ist (Abb. 3.10 D) (Chiu et al., 2009, Monroe et al., 2009).
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3.9 Zielsetzung der Arbeit
Die Zink-Metalloprotease ProA gehört zu den ersten in L. pneumophila entdeckten
Proteinen und gilt als eines der am vielseitigsten untersuchten Faktoren. Eine Asso-
ziation der Protease mit der Virulenz des Lungenpathogens wurde bereits frühzeitig
vermutet. Jedoch führten einige Versuche bisher zu kontroversen Ergebnissen und vie-
le Funktionen von ProA sind bis heute nicht geklärt. In dieser Arbeit sollte daher die
Rolle der meist sezernierten Protease von L. pneumophila durch Untersuchung ver-
schiedener Teilaspekte genauer charakterisiert werden.
Im ersten Teil der Arbeit war die Produktion und Reinigung der Protease zu optimie-
ren. Einerseits sollte damit reines Protein für die genauere Untersuchung der Prote-
infunktion gewonnen werden. Ferner war das langfristige Ziel, die bisher unbekannte
Kristallstruktur von ProA zu lösen. Dafür war das Protein sowohl nativ aus L. pneumo-
phila als auch rekombinant aus E. coli zu isolieren. Für die rekombinante Produktion
und Reinigung sollten verschiedene Verfahren getestet werden, um größere Mengen
an reinem Protein zu erhalten und erste Tests zur Kristallisation durchzuführen.
Das Ziel des zweiten Teils dieser Arbeit war die phänotypische Charakterisierung
der Zink-Metalloprotease. Dafür musste zunächst eine proA-Deletionsmutante erstellt
werden. In weiteren Versuchen sollte untersucht werden, welchen Einfluss ProA auf
das Wachstumsverhalten sowie das Sekretom in Voll- und Minimalmedium, die Sliding
Motility und die Infektion verschiedener Wirtszellen sowie humaner Lungengewebsex-
plantate hat. Weiterhin waren die phänotypischen Eigenschaften von Deletionsmutan-
ten der bisher nicht charakterisierten Peptidasen LpC_0267 und PepN zu analysieren.
Das Ziel des dritten Teils dieser Arbeit war die Untersuchung der genauen Funkti-
on von ProA und möglicher Auswirkungen auf die proinflammatorische Antwort des
Wirts. Dafür sollte überprüft werden, ob ProA das immunstimulierende Flagellin von
L. pneumophila degradieren kann und welche Effekte dies möglicherweise auf die da-
mit verbundene Detektion und Immunantwort durch die Wirtszelle hat.
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Die folgenden Unterkapitel beschreiben die in dieser Arbeit verwendeten Geräte, Ma-
terialien und angewandten Methoden.
4.1 Geräte
Die für die Experimente verwendeten Geräte sind in Tabelle 4.1 aufgeführt.
Tabelle 4.1: Verwendete Geräte
Gerät Hersteller Typ
Absaugpumpe Gilson Safe Aspiration station
Autoklav Zirbus Technology LVSA 50/70
Automatisches Chromatogra-
GE Healthcare ÄKTAFPLC
phie-System
Automatisches Imaging-System
Formulatrix Rock Imager 1000
für Proteinkristallisation
Automatische Pipette Brand Handy Step® electronic
Automatisches Pipettiersystem
Zinsser Analytic HoneyBee X8
für Kristallisationsplatten
CO2-Inkubator Sanyo
MCO-18 AIC (UV)
MIR-253
DNA-Gelkammer
GP Kunststoff- Mini
technik Midi-Large
BioRad Wide Mini-Sub Cell GT
Eismaschine Icematic F200
Elektroblot BioRad Trans-Blot® Turbo
Feinwaage Sartorius TE 2145
French Press Thermo
French Pressure Cell
Press
FPLC-Säulen GE Healthcare
HisTrapTM HP
HisTrap® Octyl FF
HiLoad® 16/600
Superdex® 200 pg
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Fraktionssammler
Amersham Fraction Collector
Biosciences Frac-950
Geldokumentationsanlage DC Science Tec DeVision G
Homogenisator Polytron PT2500E
Inverses Lichtmikroskop ZEISS Axiovert 35M
Magnetrührer IKA RH basic 2
Manuelle Einkanalpipetten
Rainin Pipet-Lite XLS
Brand Transferpette S
Manuelle Multikanalpipetten Rainin Pipet-Lite XLS
Massenspektrometrie Thermo Scientific LTQ OrbitrapTM XL
Mikrovolumen
Peqlab ND-1000
UV/VIS-Spektrophotometer
pH-Meter Schott Instruments Lab 850
Power supply
Peqlab
EV222
EV231
BioRad PowerPacTM Basic
Reagenzgefäßschüttler
Scientific
Vortex Genie 2
Industries
Reinstwasseranlage Millipore MilliQ Synthesis A10
Schüttelgeräte
Grant-Bio PMR-30
IKA KS 130 basic
SDS-Gelkammer Biorad Mini-Protean Tetra Cell
Sicherheitswerkbank Thermo Scientific Hera Safe
SpeedVac Eppendorf Concentrator 5301
Spektralphotometer Biochrom Libra S22
Standardwaage Sartorius BL 1500
Tiefkühlschrank -80 °C Sanyo MDF U73V
Thermoblock
Eppendorf 5424
Peqlab Thriller
Ultrazentrifuge Beckman Coulter
OptimaTM L-90K
Ultracentrifuge
Wasserbad GFL 1002
Zentrifugen Eppendorf Mini-spin
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Zentrifugen
Beckman Coulter Allegra X-12R
Sigma 2K15C
4.2 Verbrauchsmaterialien
Die für die Experimente verwendeten allgemeinen Verbrauchsmaterialien wie Einmal-
küvetten, Kryoröhrchen, Pipettenspitzen für Ein- und Mehrkanalpipetten, Reaktions-
gefäße, serologische Pipetten, sterile Spritzen und Sterilfilter wurden von unterschied-
lichen Firmen wie z.B. BD Falcon, Brand, Eppendorf, Greiner bio-one und Sarstedt
bezogen. Chemikalien stammen von Firmen wie GE Healthcare, Invitrogen, Merck,
Oxoid, Roth und Sigma-Aldrich. In Tabelle 4.2 sind spezielle Verbrauchsmaterialien
aufgeführt.
Tabelle 4.2: Spezielle Verbrauchsmaterialien
Bezeichnung Bezugsquelle
Amicon Ultra-15 Zentrifugal-
Merck Millipore (UFC 903008)
Filtereinheiten
Azocasein Sigma (11610-5G)
Chelating SepharoseTM Fast Flow GE Healthcare (17057501)
Dialysierschlauch MWCO 14 kDa Roth (1785.1)
DMEM PAA (E15-005)
Fetal Calf Serum (FCS) Biochrom (S0415)
InstantBlue™ Expedeon (ISB1L)
Isopropyl-ß-D-thiogalactopyranosid Sigma
L-Glutamin PAA (M11-004)
Multiwellplatten 96 Wells
Sarstedt (82.1582.001), unbehandelt
TPP (92424), unbehandelt
Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) Sigma-Aldrich (P8139)
Phytinsäure (Phytat) Sigma-Aldrich
Petrischale, quadratisch, 120x120 mm Greiner Bio-One (688161)
Protino® Ni-TED Säulen Macherey-Nagel
PVDF/Immobilon®-P Merck Millipore
Transfer Membrane (IPVH0010; 0,45 µm)
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Roti®-Nanoquant Roth
RPMI 1640 mit L-Glutamin GE Healthcare (SH30027.01)
Vivaspin® 20 mL Zentrifugal- Sartorius (VS0201, VS2002)
Filtereinheiten
Zählkammer „Fuchs-Rosenthal“ Assistant
Zellkulturflaschen 25 cm2 BD Falcon (353108)
Zellkulturflaschen 75 cm2 TPP (90076)
13 mL Röhrchen mit Rundboden Sarstedt (62.515.006)
In Tabelle 4.3 sind die verwendeten Antibiotika aufgeführt.
Tabelle 4.3: Antibiotika
Bezeichung Hersteller Stocklösung Aufbewahrung
Ampicillin Roth 100 mg/ mL in H2O -20°C
Chloramphenicol Fluka 34 mg/ mL in EtOH -20°C
Gentamicin PAA 10 mg/ mL in H2O 4°C
Kanamycin Roth 40 mg/ mL in H2O -20°C
Polymyxin B Sigma 50 mg/ mL in H2O 4°C
Blasticidin InvivoGen 10 mg/ mL in HEPES -20°C
ZeocinTM InvivoGen 100 mg/ mL in HEPES -20°C
4.3 Zellen, Bakterienstämme, Antikörper, Enzyme,
Oligonukleotide, kommerzielle Kits, Vektoren,
Software und Datenbanken
Die Tabelle 4.4 zeigt die für die verschiedenen Infektions- und Proinflammationsstu-
dien verwendeten eukaryotischen Zellen und Zelllinien.
Tabelle 4.4: Verwendete Zelllinien
Bezeichnung Beschreibung Referenz
Acanthamoeba
Axenischer Stamm ATCC 30234
castellanii
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HEK-BlueTM hTLR5
SEAP Reporter 293-Zellen, InvivoGen
exprimieren humanes TLR5-Gen (hkb-htlr5)
THP-1
Humane leukämische Mono- ACC16, DSMZ
zyten, Lymphomzelllinie
Vermamoeba
Axenischer Stamm ATCC 50237
vermiformis
In Tabelle 4.5 sind die in dieser Arbeit verwendeten und hergestellten Bakterienstäm-
me aufgeführt.
Tabelle 4.5: Verwendete Bakterienstämme
Bezeichnung Beschreibung Referenz
Escherichia coli DH10ß
F- andA1 recA1 galE15
InvitroGen
galK16 nupG rpsL ∆lacX74
Φ80lacZ ∆M15 araD139
∆(ara,leu)7697 mcrA
∆ (mrrhsdRMS-mcrBC)λ-Smr
Escherichia coli BL21
fhuA2 [lon] ompT gal [dcm]
New England Biolabs
∆hsdS
fhuA2 [lon] ompT gal [dcm],
Diese Arbeit
Escherichia coli BL21- ∆hsdS, proA kloniert in
pET22b(+)-proA pET22b(+) mit NdeI und
XhoI, Ampr
fhuA2 [lon] ompT gal [dcm],
Escherichia coli BL21- ∆hsdS, Diese Arbeit
pET22b(+)-ProA(∆25- ProA(∆25-207_E378N) (Scheithauer, 2016)
207_ E378N) kloniert in pET22b(+)
mit NdeI und XhoI
endA1 glnV44 recA1 thi-1
Stratagene
gyrA96 relA1 lac Hte
Escherichia coli XL10 ∆(mcrA)183
Gold ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr)173
tetR ∆(F[proAB lacIqZ∆ M15
Tn10(TetR Amy CmR)]
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Legionella
WT, Rifr Jepras et al. (1985)
pneumophila Corby
Legionella
dotA::nptI; Kmr Diese Arbeitpneumophila Corby
∆dotA
Legionella
proA::nptI; Kmr Diese Arbeitpneumophila Corby
∆proA
Legionella
flaA::nptI; Kmr Dietrich et al. (2001)pneumophila Corby
∆flaA
Legionella
LpC_ 0267::nptI; Kmr Diese Arbeitpneumophila Corby
∆LpC_ 0267
Legionella
pepN::nptI; Kmr
Diese Arbeit
pneumophila Corby (Schürer, 2015)
∆pepN
In Tabelle 4.6 sind die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide mit den entspre-
chenden Schmelztemperaturen aufgezeigt.
Tabelle 4.6: Verwendete Oligonukleotide
Bezeichnung Sequenz Tm
2876_fw
TTGATGCTCGATGAGTTTTTCTAATTCA
59,2 °C
TTTTATTGATTGATAAAATTCAGC
2876_rv CTTCCCCAAAAACCAGTAAAGC 60,0 °C
KmPr_fw CACGTTGTGTCTCAAAATCTCTG 60,9 °C
NptI_R TTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAAT 60,1 °C
ProAseq_fw TGATTTGGATCATCCTTAATTTTGCA 60,0 °C
proA_fw
AGGAGACATATGCACCCAAATTATTATT
70,6 °C
TGTCACC
proA_rev
AGGAGACTCGAGATCGACATAACAAGAT
74,2 °C
TGATAATTTATAGTC
T7 TAATACGACTCACTATAGGG 54,3 °C
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T7 Terminator GCTAGTTATTGCTCAGCGG 57,5 °C
M13_For GTAAAACGACGGCCAGT 52,4 °C
M13_Rev GGAAACAGCTATGACCATG 55,2 °C
2877_UFF CTGCGAGGATATCGGCAAG 59,5 °C
2877_UFR
GTTTCCCGTTGAATATGGCTCATTGATT
58,4 °C
CTAACTCCTTAAACTAAATTC
2877_DFF
TTGATGCTCGATGAGTTTTTCTAAATTC
59,2 °C
ATTTTATTGATTGATAAAATTCAGC
2877_DFR CTTCCCCAAAAACCAGTAAAGC 60,1 °C
ProA_seq_F1 ATGGACGGTTCTCGGGAG 58,4 °C
ProA_seq_F2 GGTTGCCGCATTGACTGAC 59,5 °C
ProA_seq_R CAGTATAATGGTAATAGGATTAATG 57,6 °C
ProA_seq_F3 GGCCGTAAATAATGGAGTGGA 59,5 °C
ProA_seq_F4 CTTCTTTATGCAATGTTTCCCG 58,4 °C
ProA_seq_F5 CGGAGCGGGCAAGAGCA 59,8 °C
LpCDotA_UFF TTTTACTGAGATACGTTGATAGACG 60,9 °C
LpCDotA_UFR
ACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCATTC
65,3 °C
TTTCTCACCCAATAACCCTTG
LpCDotA_DFF
ATTTGATGCTCGATGAGTTTTTCTAAC
60,3 °C
CACCTCCTGAATAACATTCTAAA
LpCDotA_DFR CCAAGGTCGAGGCAAAAAAGG 61,2 °C
DotA_seq_F TTCCACACTTTCCATAAAAGTG 56,4 °C
DotA_seq_R GCTGCAGTTCTCATTTACTG 56,4 °C
NptI_Fa ATGAGCCATATTCAACGGGAAAC 60,9 °C
NptI_R TTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAAT 60,1 °C
aacC1_F ATGTTACGCAGCAGCAACGATG 62,1 °C
aacC1_R TTAGGTGGCGGTACTTGGGT 60,5 °C
3095_UFF GGTTGCCAAAACACATCTAGC 59,5 °C
3095_DFR TCCACACCTTCTGCAGGTC 59,5 °C
3095_Bam_F
CATGGATCCGTCTGGCATAGTCATTG
56,3 °C
CTTC
3095_Kpn_R
GTAGGTACCGAAAAATAGGATGAATT
61,7 °C
AAAGTGTGC
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aacC1_Bam_F
CATGGATCCATGTTACGCAGCAGCAA
62,1 °C
CGATG
aacC1_Kpn_R
GTAGGTACCTTAGGTGGCGGTACTTG
57,3 °C
GGT
3095_seq_pepN2 CACAGAAGGGCTTTCAGCTATT 60,1 °C
3095_seq_DK_P1 CAAGCCTTCTCGACTCAAACAA 60,1 °C
0267_UFF CCGGTTTATGATTAGCCAACAAA 59,2 °C
0267_UFR
GTTTCCCGTTGAATATGGCTCATAAA
59,9 °C
ATGAAATCCATTCAAAGAATTAAGC
0267_DFF
TTGATGCTCGATGAGTTTTTCTAAGC
59,5 °C
ATGATTTTTCCAGTTGGGG
0267_DFR AAAATGAAGGGGATATCTTTGTCTC 60,9 °C
0267_seq_F1 ACATCCTTATACTCAATCGATTGAT 59,2 °C
0267_seq_F2 GATGACACATTCGTTTGTGACG 60,1 °C
0267_seq_R1 ACGATCCTGATATGATTCTACCC 60,9 °C
0267_seq_R2 ATTAGATGCCTGATTGACAAGACT 60,3 °C
In Tabelle 4.7 sind die in dieser Arbeit verwendeten Restriktionsenzyme sowie die
Bezugsquellen aufgezeigt.
Tabelle 4.7: Verwendete Restriktionsenzyme
Bezeichnung Beschreibung Referenz
NdeI
Isoliert aus E. coli-Stamm mit
New England Biolabs
ndeI-Gen von Neisseria denitrificans
(NRCC 31009),
Schnittstelle: CA/TATG
XhoI
Isoliert aus E. coli-Stamm mit
New England Biolabs
xhoI-Gen von Xanthomonas holcicola
(ATCC 13461),
Schnittstelle: C/TCGAG
KpnI-HFTM
Isoliert aus E. coli-Stamm mit
New England Biolabs
kpnI-Gen von Klebsiella
pneumophiae OK8 (ATCC 49790)
Schnittstelle: GGTAC/C
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BamHI-HFTM
Isoliert aus E. coli-Stamm mit
New England Biolabs
bamHI-Gen von Bacillus
amyloliquefaciens H (ATCC 49763),
Schnittstelle: G/GATCC
Die Abbildung 4.1 zeigt die verwendeten DNA- und Protein-Größenstandards.
Abbildung 4.1: Verwendete DNA- und Protein-Größenstandards. (A) GeneRuler 1 kb DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific), (B) PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific), (C)
Precision Plus ProteinTM Dual Color Standard (BioRad), (D) Unstained Natural Low Range Protein
Standard (BioRad).
Die Tabelle 4.8 zeigt die verwendeten Antikörper.
Tabelle 4.8: Verwendete Antikörper
Bezeichnung Beschreibung Referenzen
Mouse anti-His
IgG2a, bindet an Histidin-
GE Healthcarereiche Sequenzen wie
His6-Tag
Mouse anti-ProA
(PHK101-D5) scFv-mFc, Philipp Kuhn, 2015,
bindet spezifisch an ProA Inst. f. Biotechnologie,
von L. pneumophila TU Braunschweig
Rabbit anti-FlaA
Polyklonal, bindet spezifisch
Heuner et al., 1995
an FlaA von L. pneumophila
Goat anti-Mouse IgG, Sekundärantikörper
Thermo Fisher ScientificAlkalische Phosphatase alkalische Phosphatase
Konjugat gekoppelt
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Goat anti-Rabbit IgG, Sekundärantikörper,
Thermo Fisher ScientificAlkalische Phosphatase alkalische Phosphatase
Konjugat gekoppelt
In Tabelle 4.9 sind die verwendeten Vektoren aufgelistet.
Tabelle 4.9: Vektoren
Bezeichung Beschreibung Referenz
Linearisierter Vektor mit 3´-terminalen Thymidin-
Promega
pGEM®-T Überhängen an beiden Enden, T7 und SP6 RNA-
Easy Vector Polymerase Promotor, α-Peptid von β-Galactosidase,
Ampr
pET-22b(+)
T7 RNA-Polymerase Promotor, N-terminales
Novagen
pelB-Signal, C-terminaler His-Tag, Ampr
In Tabelle 4.10 sind die verwendeten kommerziellen Kits aufgeführt.
Tabelle 4.10: Kommerzielle Kits
Bezeichung Beschreibung Referenz
QIAquick PCR Aufreinigung von Einzel- und Doppelstrang-
QiagenPurification DNA-Fragmenten nach PCR und anderen
Kit enzymatischen Reaktionen
QIAquick Gel Isolierung von Einzel- und Doppelstrang-
Qiagen
Extraction Kit DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
QIAprep Spin
Isolierung von Plasmid- oder Cosmid-DNA Qiagen
Miniprep Kit
pGEM®T-Easy
System zum Klonieren von PCR-Produkten Promega
Vector System I
Rapid DNA
Schnelle sticky- oder bluntend DNA-Ligation
Thermo
Ligation Fisher
Kit Scientific
DuoSet® Human Kit für Sandwich-ELISA zur Bestimmung
R&D
Systems
CXCL8/IL-8 von nativem und rekombinantem humanen
ELISA Kit Interleukin 8
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HEK-BlueTM Zur Detektion von sezernierter alkalischer
InvivoGen
Detection Kit Phosphatase (SEAP)-Expression
Die Tabelle 4.11 zeigt die verwendeten Softwareprodukte und Datenbanken.
Tabelle 4.11: Software und Datenbanken
Software Quelle
NCBI BLAST® http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
SignalP 4.0 Server https://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
Peptide Property
http://biotools.nubic.northwestern.edu/proteincalc.html
Calculator
PSORTb 3.0.2 http://www.psort.org/psortb/
OligoCalc http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html
GraphPad Prism 5 GraphPad Software
Adobe Photoshop 7.0.1 Adobe Systems Software
R Studio 3.2.1 Comprehensive R Archive Network (CRAN)
LasergeneTM 7 DNASTAR
AIDA Image Analyzer
Raytest
5.1
KEGG GENES http://www.genome.jp/kegg/genes.html
MEROPS Database https://www.ebi.ac.uk/merops/
In Abbildung 4.2 sind die verwendeten Vektoren dargestellt.
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Abbildung 4.2: Vektorkarten der verwendeten Plasmide. (A) pGEM®-T Easy von Promega
(www.promega.com), (B) pET-22b(+) von Novagen (www.novagen.com)
4.4 Bakteriologische Methoden
In den folgenden Unterkapiteln werden die bakteriologischen Methoden, die in dieser
Arbeit angewandt wurden, näher beschrieben.
4.4.1 Kultivierung von Bakterien
Für die Kultivierung von L. pneumophila Corby und seiner Mutanten wurden Buffered
Charcoal Yeast Extract (BCYE)-Agarplatten verwendet und die Bakterien bei 37 °C
und 5 % CO2 für 3-4 Tage inkubiert (Tab. 4.12). Flüssigkulturen wurden in Yeast Ex-
tract Broth (YEB)-Medium (YEB), bzw. chemisch-definiertem Medium (CDM) bei
37 °C und 200 rpm kultiviert (Tab. 4.13-4.14). Bei Bedarf wurden die Medien mit
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20 µg/mL Kanamycin oder 10 µg/mL Gentamicin versetzt. Zur Vermeidung von Spon-
tanmutationen wurden die Kulturen stets frisch angesetzt.
Tabelle 4.12: Zusammensetzung Buffered Charcoal Yeast Extract (BCYE)-Agar
Menge Substanz Hersteller
5 g ACES GERBU
10 g Yeast Extract (BactoTM) BD
mit Milli-Q® auf 900 mL auffüllen
mit 10 M KOH auf pH 6,9 einstellen
mit Milli-Q® auf 1 L auffüllen
2g Aktivkohle Fluka
15 g Agar Hellmuth Carroux
nach dem Autoklavieren und Abkühlen GmbH & Co
auf ca. 50 °C zugeben:
0,4 g Cystein in 10 mL Milli-Q® lösen Sigma-Aldrich
und sterilfiltrieren
10 mL Fe(NO)3 x 9 H2O (25 g/L) sterilfiltrieren Sigma-Aldrich
Medium in Petrischalen gießen
Tabelle 4.13: Zusammensetzung Yeast Extract Broth (YEB)-Flüssigmedium
Menge Substanz Hersteller
10 g ACES GERBU
10 g Yeast Extract (BactoTM) BD
mit Milli-Q® auf 900 mL auffüllen
mit 10 M KOH auf pH 6,9 einstellen
mit Milli-Q® auf 1 L auffüllen
anschließend hinzugeben:
0,4 g Cystein in 10 mL Milli-Q® gelöst Sigma-Aldrich
0,25 g Fe4(P2O7)3 x 9 H2O in 10 mL Milli-Q® Sigma-Aldrich
unter Erwärmen gelöst
Flüssigmedium mit Filtertop TPP
(0,2 µm Porengröße) sterilfiltrieren
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Tabelle 4.14: Zusammensetzung chemisch definiertes Medium (CDM)
Menge Substanz Hersteller
300 mL Milli-Q® vorlegen
100 mL 10 x Aminosäure-Stocklösung
100 mL 10 x ARQG-Stocklösung
10 mL 100 x Tyrosin-Stocklösung
100 mL 10 x Salze-Stocklösung
10 g ACES GERBU
lösen und mit 10 M KOH auf pH 6,9 einstellen
0,25 g Fe4(P2O7)3 x 9 H2O in 10 mL Milli-Q® lösen
und hinzugeben
mit Milli-Q® auf 1 L auffüllen
Flüssigmedium mit Filtertop TPP
(0,2 µm Porengröße) sterilfiltrieren
Die Stocklösungen für das CD-Medium sind in den Tabellen 4.15-4.18 beschrieben.
Tabelle 4.15: Zusammensetzung 10 x Aminosäure-Stocklösung
Substanz Konzentration [g/L]
L-Arginin 3,5
L-Asparaginsäure 5,1
L-Cystein 4,0
L-Glutaminsäure 6,0
L-Histidin 1,5
L-Isoleucin 4,7
L-Leucin 6,4
L-Lysin 6,5
L-Methionin 2,0
L-Phenylalanin 3,5
L-Prolin 1,15
L-Serin 6,5
L-Threonin 3,3
L-Tryptophan 1,0
L-Valin 4,8
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Tabelle 4.16: Zusammensetzung 10 x ANQG-Stocklösung
Substanz Konzentration [g/L]
L-Alanin 5,0
L-Asparagin 1,5
L-Glutamin 2,5
L-Glycin 13,5
Tabelle 4.17: Zusammensetzung 10 x Salze-Stocklösung
Substanz Konzentration [g/L]
NH4Cl 3,15
NaCl 0,5
CaCl2 0,25
KH2PO4 11,8
MgSO4 0,7
Tabelle 4.18: Zusammensetzung 100 x Tyrosin-Stocklösung
Substanz Konzentration [g/L]
L-Tyrosin 40,0
Die verwendeten E. coli-Stämme wurden auf „Lysogeny Broth“ (LB)-Agar unter Stan-
dardbedingungen bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert (Tab. 4.19). Flüssigkulturen wur-
den in LB- oder „Terrific Broth“ (TB)-Flüssigmedium bei 37 °C und 200 rpm angezo-
gen (Tab. 4.20). Bei Bedarf wurden die Medien mit 100 µg/mL Ampicillin versetzt.
Tabelle 4.19: Zusammensetzung „Lysogeny Broth“-Flüssigmedium (LB)
Menge Substanz Hersteller
5 g Yeast Extract (BactoTM) BD
10 g Caseinpepton Roth
5 g NaCl Roth
(15 g) (Agar) Hellmuth Carroux
Mit Milli-Q® auf 1 L auffüllen GmbH & Co
und autoklavieren
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Tabelle 4.20: Zusammensetzung „Terrific Broth“-Flüssigmedium (TB)
Menge Substanz Hersteller
11,8 g Trypton Roth
23,6 g Yeast Extract (BactoTM) BD
9,4 g K2HPO4 Roth
2,2 g KH2PO4 Roth
4 mL Glycerin (100 %) Roth
Mit Milli-Q® auf 1 L auffüllen
und autoklavieren
4.4.2 Kryokonservierung von Bakterien
Die Kryokonservierung dient der Lagerung von Bakterien über einen längeren Zeit-
raum hinweg. Dazu wurde der zu konservierende Bakterienkstamm auf einer Agar-
platte des entsprechenden Mediums unter Standardbedingungen angezogen. Die an-
gewachsene Kultur wurde dann mit 1 mL sterilem 1 x PBS von der Platte gespült
und in einem 1,5 mL Reaktionsgefäß gesammelt. Im Anschluss wurden 600 µL der
Bakteriensuspension mit 600 µL sterilem 100 %-igen Glycerin vermischt und in ein
Kryoröhrchen überführt. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C. Zur Wiederanzucht des
konservierten Bakterienstammes wurde dieser mit Hilfe eines vorgekühlten Cooling
Racks aus dem -80 °C-Gefrierschrank entnommen und mit einer sterilen Impföse auf
einer Agarplatte des entsprechenden Mediums ausgestrichen. Die Tabelle 4.21 zeigt
die Zusammensetzung von 10 x PBS.
Tabelle 4.21: Zusammensetzung 10 x PBS
Menge Substanz
80 g NaCl
2 g KCl
12,5 g Na2HPO4 x 2 H2O
2 g KH2PO4
mit Milli-Q® auf 1 L auffüllen und autoklavieren
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4.4.3 Bestimmung der Zelldichte
Für die Bestimmung der Zelldichte einer Bakterienkultur wurde die optische Dich-
te (OD) unter Verwendung eines Photometers ermittelt. Hierfür wurde bei Legionel-
len eine Wellenlänge von 600 nm eingesetzt, bei der Bestimmung der Zelldichte von
E. coli -Stämmen 550 nm. Dabei wird das Licht der eingesetzten Wellenlänge durch
die Bakteriensuspension hindurch geleitet und die Menge des nicht gestreuten Lichtes
mit Hilfe eines Detektors ermittelt. Durch Zunahme der Zellzahl einer Bakterienkultur
nimmt die Menge des nicht gestreuten Lichtes, welches den Detektor erreicht, ab und
somit die optische Dichte zu.
4.4.4 Herstellung chemisch-kompetenter E. coli -Zellen mit
Rubidium-Chlorid
Für die Herstellung chemisch-kompetenter E. coli-Zellen wurde zunächst eine Über-
nachtkultur der Stämme DH10ß, BL21 (DE3) oder Rosetta gami 2 (DE3) in LB-
Flüssigmedium angesetzt. Am nächsten Tag wurden 2,5 mL der bewachsenen Kultur
in einen 1 L Erlenmeyerkolben mit 250 mL LB-Flüssigmedium und 20 mM MgCl2
überführt und unter Standardbedingungen bis zu einer OD550 von 0,4-0,7 inkubiert.
Anschließend wurde die Bakteriensuspension 5 min bei 4000-6000 rpm und 4 °C zen-
trifugiert und das erhaltene Pellet vorsichtig mit 0,4 Volumen eiskaltem TFB-1-Puffer
resuspendiert und für 5-10 min auf Eis inkubiert. Nach einem weiteren Zentrifuga-
tionsschritt wurde das Bakterienpellet vorsichtig in 1/25 Volumen eiskaltem TFB2-
Puffer gelöst und für weitere 15-60 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurden die
kompetenten E. coli-Zellen in 100-200 µL Aliquots in 1,5 mL Reagiergefäße abge-
füllt und bei -80 °C gelagert. Die benötigten Puffer sind in den Tabellen 4.22 und 4.23
beschrieben.
Tabelle 4.22: Zusammensetzung TFB1-Puffer
Menge Substanz
2,95 g Kaliumacetat
1,47 g CaCl2
9,9 g MnCl2
12,1 g RbCl
15 % (v/v) Glycerin
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in Milli-Q® lösen und mit 1 M Essigsäure auf
pH 5,8 einstellen
mit Milli-Q® auf 1 L auffüllen und mit Filter-
top (0,2 µm Porengröße) sterilfiltrieren
Lagerung bei 4 °C
Tabelle 4.23: Zusammensetzung TFB2-Puffer
Menge Substanz
2,1 g MOPS oder PIPES
11,0 g CaCl2
1,21 g RbCl
15 % (v/v) Glycerin
in Milli-Q® lösen und mit 1 M KOH auf
pH 6,5 einstellen
mit Milli-Q® auf 500 mL auffüllen und mit
Filtertop (0,2 µm Porengröße) sterilfiltrieren
Lagerung bei 4 °C
4.4.5 Wachstumsversuche in YEB
Für die Durchführung von Wachstumsversuchen wurden zunächst Vorkulturen von
L. pneumophila Corby WT, L. pneumophila Corby ∆proA und L. pneumophila Cor-
by ∆pepN in YEB angesetzt und unter Standardbedingungen kultiviert. Am nächsten
Tag wurden die Hauptkulturen in 250 mL YEB in einem 500 mL Erlenmeyerkolben
ohne Schikane auf eine OD600 von 0,03 mit den Vorkulturen eingestellt. Anschlie-
ßend wurde sofort die erste Messung bei OD600 durchgeführt sowie von jeder Kultur
2 mL Bakteriensuspension steril entnommen, für 5 min bei 8000 rpm zentrifugiert
und der Überstand bei -20 °C gelagert. Die weiteren Messungen sowie die Entnah-
me des Überstandes wurden an zufällig ausgewählten Zeitpunkten, möglichst in ei-
nem 2 h-Rhythmus, durchgeführt. Zur Erstellung einer Wachstumskurve wurde die
gemessene OD600 gegen die Zeit in einem Diagramm aufgetragen. Um die Mengen
der sezernierten Proteine des Wildtyps mit den verschiedenen Deletionsmutanten zu
vergleichen, wurden die Proteinkonzentrationen der Überstände mit Roti®-Nanoquant
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bestimmt (siehe Kapitel 4.8.1). Für die Analyse der Proteaseaktivität wurde der Azo-
caseinassay verwendet (siehe Kapitel 4.8.2). Die gemessenen Proteinkonzentrationen
und Proteaseaktivitäten wurden in einem Diagramm gegen die entsprechende OD600
aufgetragen.
4.4.6 Wachstumsversuche in CDM
Die Durchführung der Wachstumsversuche in chemisch-definiertem Medium (CDM)
wurden nach dem gleichen Prinzip durchgeführt wie die Wachstumsversuche in YEB
(siehe 4.4.5). Hier wurden jedoch nur L. pneumophila Corby WT und L. pneumophila
Corby ∆proA miteinander verglichen.
4.4.7 Sliding Motility
Für die Untersuchung der bakteriellen Oberflächentranslokation von L. pneumophila
Corby und verschiedener Deletionsmutanten wurde der Sliding Motility-Assay nach
Stewart et al. (2009) durchgeführt. Dafür wurden zunächst Vorkulturen von L. pneu-
mophila Corby WT, L. pneumophila Corby ∆proA, L. pneumophila Corby ∆pepN und
L. pneumophila Corby ∆lpc_0267 angesetzt und über Nacht unter Standardbedingun-
gen bis zur späten Stationärphase (OD600 > 3,2) kultiviert. Von den Bakterienkulturen
wurden je 10 µL auf frisch hergestellte BCYE-Platten mit 0,5 % Agar-Anteil getropft
und diese unter der Sterilwerkbank getrocknet. Im Anschluss erfolgte die Inkubation in
einer feuchten Kammer bei 30 °C über 21 d. Nach 7 d, 14 d und 21 d wurde der Verlauf
der Sliding Motility mit einer angelegten Messskala fotografisch dokumentiert und die
Flächen von Kolonien und Tensidfilm mit Hilfe des Programms „Adobe Photoshop“
bestimmt.
4.4.8 Wachstum in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid
Die Katalase ist ein ubiquitäres Enzym, das Wasserstoffperoxid in Wasser und Sau-
erstoff spalten kann. Es wird von vielen Pathogenen verwendet, um sich gegen das
Immunsystem des Wirtes sowie gegen oxidativen Stress durchzusetzen (Iwase et al.,
2013). Für Legionellen wurden bisher zwei Katalase-Peroxidasen beschrieben (Ban-
dyopadhyay and Steinman, 1998). Um die Auswirkungen von Wasserstoffperoxid auf
das Wachstum von L. pneumophila Corby und einer proA-negativen Deletionsmutan-
te zu untersuchen, wurden zunächst Vorkulturen von L. pneumophila Corby WT und
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L. pneumophila Corby∆proA angesetzt und über Nacht unter Standardbedingungen
kultiviert. Am nächsten Tag wurden die Bakterien auf eine Zellzahl von 1 x 108 /mL
mit 1 x PBS eingestellt und mit Hilfe einer 96-well round bottom-Platte bis zu einer
Zellzahl von 1 x 103 /mL verdünnt. Je 10 µL der entsprechenden Verdünnung wurden
auf eckige BCYE-Agarplatten mit verschiedenen Wasserstoffperoxid-Konzentrationen
(200 mM, 300 mM und 400 mM) in Doppelbestimmung aufgetropft und für 3-4 Tage
bei 37 °C unter Standardbedingungen inkubiert. Die Auswertung erfolgte fotografisch
und durch Auszählen der koloniebildenden Einheiten. Weiterhin wurde das Wachs-
tum in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid in YEB-Flüssigmedium bestimmt. Dafür
wurden Kulturen von L. pneumophila Corby WT und L. pneumophila Corby ∆proA
in YEB-Medium auf eine OD600 von 0,01 eingestellt. In 96-well flat bottom-Platten
wurden die Bakterien in Anwesenheit von 0 mM, 0,039 mM, 0,078 mM, 0,156 mM,
0,313 mM, 0,625 mM, 1,25 mM, 2,5 mM, 5 mM und 10 mM H2O2 für 24 h bei 37 °C
und 200 rpm kultiviert. Die OD600 wurde jeweils bei 0 h und bei 24 h bestimmt.
4.4.9 Stationary Phase Survival
Um zu untersuchen, ob das veränderte Sekretom von L. pneumophila Corby ∆proA
eine Rolle beim Überleben der Bakterien in der stationären Wachstumsphase spielt,
wurde ein Stationary Phase Survival-Assay nach Bandyopadhyay and Steinman (2000)
durchgeführt. Dafür wurden zunächst Vorkulturen von L. pneumophila Corby WT und
L. pneumophila Corby ∆proA in 25 mL YEB in 100 mL Erlenmeyerkolben angesetzt
und über Nacht unter Standardbedingungen kultiviert. Am nächsten Tag wurden die
Hauptkulturen vorbereitet. Dazu wurden 250 mL YEB in 500 mL Erlenmeyerkolben
mit den Vorkulturen auf eine OD600 von 0,03 angeimpft und bei 37 °C und 200 rpm
inkubiert. In Abständen von ca. 12 h wurde jeweils die OD600 vermessen, 1 mL der
Kultur entnommen und in seriellen Verdünnungen auf BCYE-Agarplatten ausplattiert,
um die Kolonie-bildenden Einheiten der jeweiligen Zeitpunkte zu bestimmen.
4.4.10 Wachstum in Anwesenheit von Phytat
Um zu analysieren, ob das im Gegensatz zu L. pneumophila Corby WT veränderte
Sekretom von L. pneumophila Corby ∆proA eine Auswirkung auf das Wachstum in
Anwesenheit von Phytat hat, wurde ein Wachstumsversuch nach Weber et al. (2014)
durchgeführt. Dazu wurden zunächst Vorkulturen von L. pneumophila Corby WT und
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L. pneumophila Corby ∆proA in 25 mL YEB in 100 mL Erlenmeyerkolben ange-
setzt und über Nacht bei Standardbedingungen kultiviert. Am nächsten Tag wurde
der Wachstumsversuch in 96-well flat bottom-Platte angesetzt. Dazu wurden pro well
200 µL YEB-Medium mit 0 mM, 2 mM, 5 mM, 7 mM, 8 mM, 9 mM, 10 mM, 15 mM
und 20 mM versetzt und mit den Vorkulturen auf eine OD600 von 0,1 eingestellt. Für
jede Testbedingung wurden drei wells verwendet. Nicht verwendete Vertiefungen wur-
den mit je 200 µL sterilem Milli-Q® gefüllt. Die Ansätze wurden bei 24 °C in einem
Plattenschüttler bei 250 rpm über 5 Tage inkubiert. Die OD600 wurde direkt nach dem
Ansetzen des Wachstumsversuchs und am Ende der Inkubationszeit mit einem Plat-
tenlesegerät vermessen.
4.4.11 Isolierung der Flagelle von L. pneumophila
Die Isolierung der Flagelle von L. pneumophila Corby wurde nach dem Protokoll von
Montie et al. (1982), welches für die Präparation der Flagelle von P. aeruginosa entwi-
ckelt wurde, durchgeführt und leicht verändert. Dafür wurde zunächst eine Vorkultur
von L. pneumophila Corby WT in 25 mL YEB in einem 100 mL Erlenmeyerkolben
angesetzt und über Nacht unter Standardbedingungen schüttelnd inkubiert. Am nächs-
ten Tag wurden je 300 µL der Vorkultur auf mehrere BCYE-Agarplatten mit einem
Drigalskispatel ausplattiert und in einer feuchten Kammer für 5 Tage bei 30 °C in-
kubiert. Anschließend wurden die Bakterien mit eiskaltem 10 mM Kaliumphosphat-
Puffer, pH 7,0 von den Platten gespült und in 2 mL Reaktionsgefäßen für 15 min bei
5.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und die Pellets in
Phosphat-Puffer resuspendiert (100 mL pro 6 g Feuchtgewicht der Zellen). Die Bakte-
riensuspension wurde in 13 mL Röhrchen überführt und mit Hilfe eines PT2500E von
Polytron für 3 min homogenisiert. Im Anschluss erfolgte ein Zentrifugationsschritt für
15 min bei 16.000 x g und 4 °C. Der erhaltene Überstand wurde für 3 h bei 40.000 x g
und 4 °C ultrazentrifugiert und das Protein-Pellet in 200 µL Phosphat-Puffer resus-
pendiert. Um den Erfolg der Isolierung zu überprüfen wurde die Proteinkonzentration
mittels Roti®-Nanoquant (siehe Kapitel 4.8.1) vermessen und das Präparat via SDS-
PAGE und Western-Blot analysiert (siehe Kapitel 4.8.4 und 4.8.8).
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4.5 Zellbiologische Methoden
In den folgenden Unterkapiteln werden die in dieser Arbeit verwendeten zellbiologi-
schen Methoden beschrieben.
4.5.1 Kultivierung von Acanthamoeba castellanii
Anzucht von A. castellanii
A. castellanii wurde in 75 cm2 Zellkulturflaschen mit PYG-Medium bei 20 °C im
Dunkeln angezogen (Tab. 4.24). Wenn die adhärenten Zellen zu 80-90 % konfluent
gewachsen waren, konnten diese für Experimente eingesetzt oder gesplittet werden.
Zum Lösen der Acanthamöben vom Boden der Zellkulturflasche wurde diese leicht auf
eine Tischkante o.ä. aufgeklopft und die Zellen zusätzlich mit Hilfe einer serologischen
Pipette abgespült. Zum Splitten wurde 1 mL der Amöbensuspension zu 24 mL PYG
in eine neue Zellkulturflasche überführt und unter Standardbedingungen inkubiert.
Tabelle 4.24: Zusammensetzung PYG-Medium
Menge Substanz Hersteller
20 g Proteose Pepton BD
1 g Yeast Extract (BactoTM) BD
1 g Na3-Citrat Riedel-de Haën
10 mL MgSO4 (0,4 M Stocklösung) Roth
10 mL Na2HPO4 (0,25 M Stocklösung) Roth
10 mL KH2PO4 (0,25 M Stocklösung) Roth
8 mL CaCl2 (0,05 M Stocklösung) Roth
mit Milli-Q® auf 940 mL auffüllen
und autoklavieren
18 g Glukose Roth
in 50 mL Milli-Q® lösen
und autoklavieren
zur obigen Lösung geben
10 mL (NH4)FeII(SO4)2 (0,005 M Stocklösung) Fluka
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Kryokonservierung von A. castellanii
Für die Kryokonservierung von A. castellanii wurden Zellen aus einer zu 80-90 %
konfluent bewachsenen 75 cm2 Zellkulturflasche verwendet. Diese wurden, wie in Ka-
pitel 4.5.1 „Anzucht von A. castellanii“ beschrieben, vom Flaschenboden gelöst und
in einem 50 mL Schraubgefäß bei 233 x g für 5 min zentrifugiert. Das Pellet wurde
in 10 mL PYG-Medium resuspendiert und die Zellzahl mit Kryokonservierungsmedi-
um, nach Auszählen mit einer Fuchs-Rosenthal-Zählkammer, auf 1 x 106 Zellen/mL
eingestellt (Tab. 4.25). Die Acanthamöben wurden sofort im Anschluss zu je 1 mL in
Kryoröhrchen überführt und über Nacht in einem Nalgene Cryo 1C Freezing Contai-
ner bei -80 °C gelagert. Durch das im Container enthaltene Isopropanol wurden die
Kryostocks um 1 °C pro min schonend auf -80 °C heruntergekühlt und konnten an-
schließend bei -80 °C oder in flüssigem Stickstoff gelagert werden.
Tabelle 4.25: Zusammensetzung Kryokonservierungsmedium für A. castellanii
Menge Substanz
90 % PYG-Medium
10 % (v/v) DMSO
sterilfiltrieren (mit 0,2 µm Filter)
Um kryokonservierte A. castellanii zu reanimieren, wurden die Zellen vorsichtig in
einem 37 °C Wasserbad aufgetaut und anschließend sofort in ein Schraubgefäß mit
10 mL PYG-Medium überführt. Nach einem Zentrifugationsschritt von 5 min bei
233 x g wurde das resultierende Pellet in 10 mL PYG-Medium resuspendiert und in
eine 25 cm2-Zellkulturflasche überführt. Die Inkubation erfolgte nach den in Kapitel
4.5.1 beschriebenen Standardbedingungen.
4.5.2 Kultivierung von Vermamoeba vermiformis
Anzucht von V. vermiformis
Die Anzucht von V. vermiformis erfolgte in 25 mL PYNFH-Medium in 75 cm2 Zell-
kulturflaschen bei 20 °C im Dunkeln (Tab. 4.26-4.27). Sobald die Zellen ca. 80-90 %
konfluent gewachsen waren, wurden diese für Experimente verwendet oder gesplittet.
Um V. vermiformis vom Boden der Zellkulturflasche zu lösen, wurde diese vorsichtig
auf eine Tischkante aufgeklopft. Anschließend wurden die Zellen mit Hilfe einer sero-
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logischen Pipette vom Flaschenboden gespült und 1 mL der Amöbenkultur zu 24 mL
PYNFH-Medium gegeben.
Tabelle 4.26: Zusammensetzung Pufferlösung
Menge Substanz Hersteller
10 g Na2HPO4 Roth
7,24 g KH2PO4 Roth
mit Milli-Q® auf 400 mL auffüllen
autoklavieren
Tabelle 4.27: Zusammensetzung PYNFH-Medium
Menge Substanz Hersteller
10 g BactoTM Pepton BD
10 g Yeast Extract (BactoTM) BD
1 g Ribonukleinsäure Roth
15 mg Folsäure Roth
1 mg Hemin (in 20 µL EtOH anlösen und mit Sigma
Milli-Q® auf 1 mL auffüllen)
in Milli-Q® lösen und pH 6,5 einstellen
mit Milli-Q® auf 880 mL auffüllen
und autoklavieren
Nach dem Abkühlen hinzugeben:
20 mL Pufferlösung
100 mL hitzeinaktiviertes FCS
Kryokonservierung von V. vermiformis
Für die Kryokonservierung von V. vermiformis wurden Zellen aus einer zu 80-90 %
konfluent bewachsenen Kultur verwendet. Dazu wurden die Amöben durch vorsich-
tiges Klopfen vom Flaschenboden gelöst und in ein 50 mL Schraubgefäß überführt.
Nach Zentrifugation für 5 min bei 233 x g wurde das Zellpellet in 10 mL PYNFH-
Medium resuspendiert. Im Anschluss wurde die Zellzahl mit Kryokonservierungsme-
dium, nach Auszählen mit einer Fuchs-Rosenthal-Zählkammer, auf 1 x 106 Zellen/mL
66
4 Material und Methoden
eingestellt (Tab.4.28). Die Zellsuspension wurde anschließend sofort zu je 1 mL in
Kryoröhrchen überführt und in einem Nalgene Cryo 1C Freezing Container über Nacht
auf -80 °C heruntergekühlt. Am nächsten Tag konnten die kryokonservierten Amöben
in flüssigen Stickstoff überführt oder weiter bei -80 °C gelagert werden.
Tabelle 4.28: Zusammensetzung Kryokonservierungsmedium für V. vermiformis
Menge Substanz
90 % PYNFH-Medium
10 % (v/v) DMSO
sterilfiltrieren (mit 0,2 µm Filter)
Für die Reanimierung der kryokonservierten V. vermiformis wurden die Amöben lang-
sam in einem 37 °C Wasserbad aufgetaut und anschließend sofort in 10 mL PYNFH-
Medium überführt. Die Zellen wurden für 5 min bei 233 x g zentrifugiert und das
Pellet in 10 mL PYNFH-Medium resuspendiert. Im Anschluss wurden die Amöben
einer 25 cm2-Zellkulturflasche unter den in Kapitel 4.5.2 beschriebenen Bedingungen
kultiviert.
4.5.3 Kultivierung von THP-1-Makrophagen
Anzucht von THP-1-Zellen
Für die Anzucht der Makrophagen-ähnlichen Zelllinie THP-1 wurden die Zellen in
25 mL RPMI1640 mit 10 % FCS und 2 mM L-Glutamin in 75 cm2 Zellkulturflaschen
bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert. Sobald die Kultur zu 80-90 % bewachsen war,
wurde diese für Experimente verwendet oder gesplittet. Für das Splitten wurden 2 mL
der THP-1-Zellsuspension zu 23 mL vorgewärmtem RPMI-Medium gegeben und die
Zellen unter Standardbedingungen angezogen.
Kryokonservierung von THP-1-Zellen
Um THP-1-Zellen über einen längeren Zeitraum hinweg haltbar zu machen, wurden
diese kryokonserviert. Dazu wurde eine zu 80-90 % bewachsene Kultur einer 75 cm2
Zellkulturflasche verwendet und die Zellen für 5 min bei 100 x g zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in 10 mL warmem RPMI 1640 mit 10 % FCS und 2 mM L-Glutamin
resuspendiert und mit Kryokonservierungsmedium, nach Auszählen mit Hilfe einer
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Fuchs-Rosenthal-Zählkammer, auf eine Zellzahl von 1 x 106 Zellen/mL eingestellt
(Tab. 4.29). Sofort im Anschluss wurde je 1 mL der Zellsuspension in Kryoröhrchen
pipettiert und diese über Nacht in einem Nalgene Cryo 1C Freezing Container gelagert.
Durch das enthaltene Isopropanol wurden die Zellen schonend auf -80 °C herunterge-
kühlt und konnten am nächsten Tag in einen mit flüssigem Stickstoff gefüllten Tank
überführt werden.
Tabelle 4.29: Zusammensetzung Kryokonservierungsmedium für THP-1
Menge Substanz
80 % RPMI 1640 + 10 % FCS + 2 mM L-Glutamin
10 % (v/v) zusätzliches hitzeinaktiviertes FCS
10 % (v/v) DMSO
sterilfiltrieren (mit 0,2 µm Filter)
Die in flüssigem Stickstoff gelagerten THP-1-Zellen wurden bei Bedarf wieder re-
animiert. Dazu wurden die Kryoröhrchen nach Entnahme aus dem Stickstofftank in
einem 37 °C-warmen Wasserbad vorsichtig aufgetaut und anschließend umgehend in
ein 50 mL Schraubgefäß mit 10 mL warmem RPMI-Medium überführt. Nach einem
Zentrifugationsschritt für 5 min bei 100 x g wurden die Zellen in 20 mL warmem
RPMI-Medium resuspendiert und in eine 75 cm2 Zellkulturflasche überführt. Die In-
kubation erfolgte bei 37 °C und 5 % CO2.
Ausdifferenzieren von THP-1-Zellen
Um die THP-1-Zellen in einem Infektionsassay verwenden zu können, mussten die-
se zunächst ausdifferenziert werden. Dazu wurde eine zu 80-90 % bewachsene Kultur
verwendet und die Zellsuspension bei 100 x g für 5 min zentrifugiert. Das resultierende
Pellet wurde in warmem RPMI-Medium resuspendiert und durch Auszählen mit einer
Fuchs-Rosenthal-Zählkammer auf eine Zellzahl von 5 x 105 Zellen/mL eingestellt. Um
die THP-1 Monocyten in Makrophagen auszudifferenzieren, wurden 100 nM Phorbol-
Myristat-Acetat (PMA) pro Milliliter Zellsuspension hinzugegeben. Je 100 µL pro
Well dieser Suspension wurden anschließend in eine 96-well flat bottom-Platte ge-
geben und für 48 h bei 37 °C und 5 % CO2 ausdifferenziert.
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4.5.4 Kultivierung von HEK-BlueTM hTLR5-Zellen
Anzucht von HEK-BlueTM hTLR5
Die Zelllinie HEK-BlueTM hTLR5 (InvivoGen) ist entwickelt worden, um die Stimula-
tion von humanem TLR5 durch die Aktivierung von NF-κB zu untersuchen. Die Zel-
len wurden für die Anzucht in 25 mL DMEM mit 4,5 g/L Glukose, 2 mM L-Glutamin
und 10 % FCS in Anwesenheit von 30 µg/mL Blasticidin und 100 µg/mL Zeocin™ in
75 cm2-Zellkulturflaschen bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert. Sobald die Kulturen zu
70-80 % konfluent bewachsen waren, wurde das Kulturmedium in der Zellkulturfla-
sche durch 10 mL 1 x PBS ersetzt und die Zellen durch vorsichtiges Klopfen z.B. auf
eine Tischkante und Abspülen vom Flaschenboden gelöst. Die HEK-BlueTM hTLR5-
Zellen wurden anschließend für weitere Experimente verwendet oder gesplittet. Zum
Splitten wurden 2 mL der Zellsuspension zu 23 mL warmem Kulturmedium gegeben
und unter Standardbedingungen inkubiert.
Kryokonservierung von HEK-BlueTM hTLR5
Für die Kryokonservierung von HEK-BlueTM hTLR5 wurden Zellen einer zu 70-80 %
konfluent bewachsenen Kultur in Anwesenheit von 10 mL 1 x PBS durch vorsichtiges
Klopfen z.B. auf eine Tischkante und Abspülen vom Flaschenboden gelöst und für
5 min bei 100 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde in 10 mL 1 x PBS resuspendiert und
mit Kryokonservierungsmedium, nach Auszählen mit Hilfe einer Fuchs-Rosenthal-
Zählkammer, auf eine Zellzahl von 5-7 x 106 Zellen/mL eingestellt (Tab. 4.30). An-
schließend wurden sofort je 1 mL der Zellsuspension in Kryoröhrchen überführt und
in einem Nalgene Cryo 1C Freezing Container über Nacht bei -80 °C gelagert. Für
die Langzeitlagerung wurden die HEK-BlueTM hTLR5 -Zellen am nächsten Tag in
flüssigem Stickstoff überführt.
Tabelle 4.30: Kryokonservierungsmedium für HEK-BlueTM hTLR5
Menge Substanz
80 % DMEM + 4,5 g/ L Glukose
+ 2 mM L-Glutamin + 10 % FCS
10 % (v/v) zusätzliches hitzeinaktiviertes FCS
10 % (v/v) DMSO
Sterilfiltrieren (mit 0,2 µm Filter)
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Bei Bedarf wurden die HEK-BlueTM hTLR5-Zellen wieder reanimiert. Dazu wurde
das Kryoröhrchen vorsichtig in einem 37 °C-warmem Wasserbad aufgetaut und sofort
im Anschluss zu 10 mL vorgewärmten Kulturmedium gegeben. Nach Zentrifugation
bei 100 x g für 5 min wurde das Zellpellet in 10 mL Kulturmedium resuspendiert und
in eine 25 cm2-Zellkulturflasche überführt. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C und 5 %
CO2. Die selektiven Antibiotika Blasticidin und Zeocin™ sollten erst nach zweimali-
gem Passagieren hinzugegeben werden.
Untersuchung der TLR5-Stimulation mit HEK-BlueTM hTLR5-Zellen
Für die Untersuchung der Rolle der Zink-Metalloprotease ProA von L. pneumophi-
la bei der TLR5-Aktivierung wurden Stimulationsassays mit HEK-BlueTM hTLR5-
Zellen durchgeführt. Dabei aktiviert die Stimulation mit einem TLR5-Liganden NF-
κB und AP-1, welche die Produktion der secreted embryonic alkaline phosphatase
(SEAP) induzieren. Mit Hilfe eines speziell für diesen Assay entwickelten Detektions-
medium (HEK-BlueTM Detection) kann die Produktion von SEAP sichtbar gemacht
werden. Dafür wurden Zellen verwendet, die zu 50-80 % konfluent bewachsen waren.
In eine 96-well flat bottom-Platte wurden je 20 µL Probe, wie z.B. nativ gereinig-
tes FlaA und/oder ProA in unterschiedlichen Konzentrationen gegeben. Als Positiv-
kontrolle wurde 100 ng/mL nativ gereinigtes FliC von P. aeruginosa sowie 1 x PBS
als Negativkontrolle mitgeführt. Die HEK-BlueTM hTLR5-Zellen wurden einmal mit
5 mL vorgewärmtem 1 x PBS gewaschen und anschließend mit 10 mL 1 x PBS durch
vorsichtiges Klopfen und Abspülen mit einer serologischen Pipette vom Flaschenbo-
den gelöst und in ein 50 mL Schraubgefäß überführt. Durch Auszählen mit Hilfe einer
Fuchs-Rosenthal-Zählkammer wurde die Zellzahl auf 1,4 x 105 Zellen/mL in HEK-
BlueTM Detection-Medium eingestellt und je 180 µL zu den Proben in der 96-well flat
bottom-Platte gegeben. Die Inkubation erfolgte für 16 h bei 37 °C und 5 % CO2. Die
Produktion von SEAP wurde durch einen Farbumschlag des Mediums nach violett/-
blau und Messung der OD bei 620 nm bestimmt.
4.6 Infektionsbiologische Methoden
In den folgenden Unterkapiteln werden die in dieser Arbeit verwendeten infektions-
biologischen Methoden erläutert.
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4.6.1 Infektionsversuche mit A. castellanii und
V. vermiformis
Um die Vermehrung von L. pneumophila Corby und verschiedener Deletionsmutan-
ten in A. castellanii und V. vermiformis zu analysieren, wurden zunächst Zellen ei-
ner zu 80-90 % konfluent bewachsenen Kultur durch Klopfen auf z.B. einer Tisch-
kante vom Flaschenboden gelöst. Anschließend wurden die Amöben für 5 min bei
233 x g zentrifugiert und die Zellzahl durch Auszählen mit einer Fuchs-Rosenthal-
Zählkammer in Amöbenpuffer (A. castellanii), bzw. Assay-Medium (V. vermiformis)
auf 5 x 105 Zellen/mL eingestellt (Tab. 4.31-4.33). In 25 cm2-Zellkulturflaschen wur-
den je 5 mL der Zellsuspension überführt und für 30-60 min bei 20 °C inkubiert,
bis die Zellen adhärent waren. Für die Infektion wurde L. pneumophila Corby WT,
L. pneumophila Corby∆dotA, L. pneumophila Corby ∆proA, L. pneumophila Cor-
by ∆pepN und L. pneumophila Corby ∆lpc_0267 nach 3-4-tägiger Inkubation mit 1 x
PBS von BCYE-Agarplatten gespült und auf 1 x 106 Zellen/mL in Amöbenpuffer bzw.
Assay-Medium eingestellt. Für eine MOI (multiplicity of infection) von 0,02 wurden
jeweils 50 µL der eingestellten Legionellen zu den adhärenten Amöben gegeben. Bei
der Verwendung der geringen MOI wurde davon ausgegangen, dass jedes Bakterium
von einer Wirtszelle aufgenommen wurde und somit auf den Einsatz von Antibiotika
bei den Versuchen verzichtet. Nach 2 h, 24 h, 48 h und 72 h wurden die Zellen vorsich-
tig vom Flaschenboden abgeklopft und je 200 µL der Zell- und Bakteriensuspension
entnommen. Nach Zentrifugation bei 20.000 x g für 5 min erfolgte das Vortexen der
Proben für ca. 30 s. Jeweils 20 µL der Proben wurden in verschiedenen Verdünnungs-
stufen in 1 x PBS auf BCYE-Agarplatten aufgetragen und diese für 3-4 Tage bei 37 °C
inkubiert.
Tabelle 4.31: Zusammensetzung Amöbenpuffer für A. castellanii
Menge Substanz Hersteller
1 g Na3-Citrat Riedel-de Haën
10 mL MgSO4 (0,4 M Stocklösung) Roth
10 mL Na2HPO4 (0,25 M Stocklösung) Roth
10 mL KH2PO4 (0,25 M Stocklösung) Roth
mit Milli-Q® auf 990 mL auffüllen
und autoklavieren
10 mL (NH4)FeII(SO4)2 (0,005 M Stocklösung) Fluka
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Tabelle 4.32: Zusammensetzung Assay-Medium für V. vermiformis
Menge Substanz
50 % PYNFH-Medium ohne FCS
50 % Puck´s Saline F
Tabelle 4.33: Zusammensetzung Puck´s Saline F für V. vermiformis
Menge Substanz Hersteller
0,016 g CaCl2 Roth
0,285 g KCl Roth
0,083 g KH2PO4 Roth
0,154 g MgSO4 Roth
mit Milli-Q® auf 100 mL auffüllen
und autoklavieren
1,1 g Glukose Roth
in 10 mL Milli-Q® lösen
autoklavieren
zur obigen Lösung hinzugeben
Infektionsversuche mit A. castellanii in Anwesenheit von Phytat
Um zu analysieren, welche Auswirkungen das veränderte Sekretom von L. pneumophi-
la Corby ∆proA auf die Infektion von Phytat-beladenen A. castellanii-Zellen hat, wur-
den die Amöben, wie von Weber et al. (2014) beschrieben, zunächst mit sich schritt-
weise erhöhender Phytat-Konzentration kultiviert. Zunächst wurden die Zellen dazu
mit einer Anfangskonzentration von 2,5 mM Phytat in PYG-Medium gesplittet. Bei
jedem Splitten wurde die Phytat-Konzentration erhöht, bis sie am Ende bei 10 mM
lag. Die Infektion der Phytat-beladenen Amöben wurde, wie in Kapitel 4.6.1 beschrie-
ben, durchgeführt.
4.6.2 Infektionsversuche mit THP-1-Zellen
Für die Untersuchung der Vermehrung von L. pneumophila Corby und verschiedenen
Deletionsmutanten in der humanen Makrophagen-ähnlichen Zelllinie THP-1 wurden
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diese zunächst, wie in Kapitel 4.5.3 beschrieben, ausgesät und für 48 h in einer 96-
well flat bottom-Platte inkubiert. Für die Infektion wurden Vorkulturen von L. pneu-
mophila Corby WT, L. pneumophila Corby∆dotA, L. pneumophila Corby ∆proA,
L. pneumophila Corby ∆pepN und L. pneumophila Corby ∆lpc_0267 in 25 mL YEB-
Flüssigmedium angesetzt und über Nacht unter Standardbedingungen kultiviert. Am
nächsten Tag wurden die stationären Legionellenkulturen mit RPMI-Medium auf ei-
ne Zellzahl von 1 x 106/mL eingestellt. Die ausdifferenzierten THP-1-Zellen wurden
zweimal mit vorgewärmtem RPMI-Medium gewaschen und 100 µL Legionellensus-
pension pro well hinzugegeben, um eine MOI von 1 zu erzielen. Nach Inkubation
von 2 h bei 37 °C und 5 % CO2 wurden die infizierten Zellen dreimal mit je 200 µL
warmem RPMI-Medium gewaschen. Zur Bestimmung der koloniebildenden Einheiten
(colony forming units, cfu) pro mL wurde nach 2 h, 24 h und 48 h je 20 µL steriles
1 % Triton X-100 pro Ansatz hinzugegeben, um die THP-1-Zellen zu lysieren. Im
Anschluss wurden jeweils 20 µL jeder Probe in serieller Verdünnung in 1 x PBS auf
BCYE-Agarplatten aufgetragen und für 3-4 Tage bei 37 °C inkubiert.
4.6.3 Infektionsversuche mit humanen
Lungengewebsexplantaten
Infektionen von humanem Lungengewebsexplantaten (HLTEs) bieten im Vergleich zu
Zellkultur-Modellen die Möglichkeit, Interaktionen zwischen verschiedenen Zelltypen
und extrazellulären Komponenten zu beobachten. Weiterhin ist hier die Übertragbar-
keit der Ergebnisse auf eine Infektion im Menschen deutlich mehr gegeben als z.B. in
einem Tiermodell (Jäger et al., 2014). Für die Infektion von HLTEs wurde tumorfrei-
es Gewebe von Lungenkrebspatienten eingesetzt, das nur wenige Stunden zuvor bei
einem chirurgischen Eingriff entnommen wurde. Die Explantate wurden mit einem
sterilen Skalpell in Stücke von ca. 100 mg Gewicht geschnitten und sofort in Lun-
genmedium überführt (Tab. 4.34). Anschließend wurden Legionellen aus stationären
Flüssigkulturen auf eine Zellzahl von 1 x 107 Bakterien/mL in Lungenmedium ein-
gestellt und Zusätze wie gereinigtes Protein nach Bedarf hinzugegeben. Je 2 mL der
Bakteriensuspension pro well wurden in eine 24-well flat bottom-Platte überführt und
die vorbereiteten Lungenstücke mit einer sterilen Pinzette dazugegeben. Die Inkubati-
on erfolgte bei 37 °C und 5 % CO2. Nach 2 h, 24 h und 48 h wurden Lungenstücke in
Doppelbestimmung entnommen und in mit sterilem dH2O befüllte 13 mL-Röhrchen
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überführt. Nach Bestimmung des Gewichtes der einzelnen Lungenstücke wurden die-
se homogenisiert und in serieller Verdünnung in 1 x PBS auf BCYE-Agarplatten aus-
plattiert. Nach 3-4 Tagen Inkubation bei 37 °C konnte durch Auszählen der Kolonien
die cfu/mL bestimmt werden. Für die Analyse von proinflammatorischen Reaktionen
während der Infektion, wie z.B. der hTLR5-aktivierenden Eigenschaften (vergl. Kapi-
tel 4.5.4) oder der Produktion des Chemokins Interleukin-8 (IL-8, vergleiche Kapitel
4.8.15), wurden zu den angegebenen Zeitpunkten Kulturüberstände entnommen und
in 2 mL Reaktionsgefäßen bis zur Analyse bei -80 °C eingefroren.
Tabelle 4.34: Zusammensetzung Nährmedium für HLTEs
Menge Substanz Hersteller
500 mL RPMI 1640 + 2 mM L-Glutamin GE Healthcare
10 % FCS Biochrom
20 mM HEPES Sigma
1 mM Na-Pyruvat Sigma
Zusätzlich zur Bestimmung der koloniebildenden Einheiten wurden histologische Un-
tersuchungen des Lungengewebes durchgeführt. Dazu wurden Lungenstücke nach 2 h,
24 h und 48 h steril entnommen und über Nacht in je 10 mL HOPE-Lösung fixiert. Am
nächsten Tag wurden die Gewebeproben über 6 h in je 3 mL Aceton bei 4 °C entwäs-
sert, wobei dieses alle 90 min erneuert wurde. Im Anschluss wurden die Lungenstücke
in Einbettkassetten überführt und über Nacht bei 54 °C in flüssigem Paraffin gela-
gert. Nachfolgend wurden die Proben in Paraffinblöcke eingebettet und für weitere
Analysen bei 4 °C aufbewahrt. Für die mikroskopischen Untersuchungen wurden mit
Hilfe eines Mikrotoms Schnitte angefertigt, die mit Hämatoxylin-Eosin- oder Immun-
färbung behandelt wurden. Die Infektionen der HLTEs für die histologischen Unter-
suchungen wurden von Jana Tiefenau vom Institut für Mikrobiologie der TU Braun-
schweig durchgeführt. Die Präparation und Auswertung der histologischen Schnitte
erfolgte durch Dr. Sebastian Marwitz am Institut für klinische und experimentelle Pa-
thologie im Forschungszentrum Borstel.
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4.7 Molekularbiologische Methoden
In den folgenden Unterkapiteln werden die in dieser Arbeit angewandten molekular-
biologischen Methoden beschrieben.
4.7.1 Isolation genomischer DNA
Für die Isolierung der genomischen DNA von L. pneumophila wurde die Phenol-
Chloroform-Fällung angewandt. Es wurden 2 mL einer Übernachtkultur von L. pneu-
mophila Corby in einem 2 mL Reaktionsgefäß für 3 min bei 16.000 x g zentrifugiert
und das Pellet in 1 mL TNE-Puffer resuspendiert. Nach einem weiteren Zentrifugati-
onsschritt wurde der Überstand verworfen und das erhaltene Bakterienpellet in 600 µL
Lysepuffer aufgenommen. Der Aufschluss der Zellen erfolgte für 30 min bei 37 °C.
Anschließend wurden der Suspension 30 µL Proteinase K hinzugefügt und 2 h bei
65 °C inkubiert. Zu dem nun klaren Ansatz wurden 500 µL Phenol/Chloroform (1:1)
gegeben, für 10 s gut gemischt und anschließend 5 min bei 8000 x g zentrifugiert. Die
wässrige Phase wurde vorsichtig entnommen und mit 500 µL Chloroform/ Isoamylal-
kohol (24:1) versetzt. Der Ansatz wurde für 45 min bei RT und 1000 rpm schüttelnd
inkubiert und anschließend 10 min bei 16.000 x g zentrifugiert. Danach wurde die obe-
re, wässrige Phase in ein neues 2 mL Reaktionsgefäß überführt und 0,5 Volumen 5 M
NaCl sowie 2,5 Volumen Ethanol (abs.) hinzugegeben und vorsichtig vermischt. Nach
Zentrifugation für 10 min bei 16.000 x g wurde der Überstand verworfen und das erhal-
tene Pellet zweimal mit 70 %-igem Ethanol und einmal mit Ethanol (abs.) gewaschen.
Anschließend wurde das Pellet für mindestens 20 min bei RT getrocknet und danach
in 200 µL sterilem Milli-Q®aufgenommen. Die Konzentration und Reinheit wurde mit
Hilfe eines Mikrovolumen UV/VIS-Spektrophotometers bestimmt (Kap. 4.7.2). Die
Tabelle 4.35 zeigt die Zusammensetzung der verwendeten Lösungen.
Tabelle 4.35: Lösungen für die DNA-Isolierung
Puffer Menge Substanz
TNE-Puffer
10 mM Tris-HCl, pH 8,0
10 mM NaCl
10 mM EDTA
TNEX-Puffer
99 % (v/v) TNE-Puffer
1 % (v/v) Triton X-100
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Lysepuffer
585 µL TNEX-Puffer
15 µL Lysozym
(20 mg/ mL Stocklösung)
4.7.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren
Die Konzentrationsbestimmung gereinigter Nukleinsäuren erfolgte mit Hilfe eines Mi-
krovolumen UV/VIS-Spektrophotometers durch Messung der Extinktion bei 260 nm.
Diese Methode bietet die Möglichkeit, Konzentrationsbestimmungen mit einem ge-
ringen Probenvolumen (1 µL) durchzuführen. Dabei entspricht eine OD260 von 1 einer
dsDNA-Konzentration von 50 µg/mL. Zur Bestimmung der Reinheit der Nukleinsäure-
Probe wurde die Extinktion bei 260 nm und 280 nm gemessen und der Quotient
aus beiden Werten gebildet. Ein Verhältnis von 1,8-2,0 entspricht einer reinen DNA-
Lösung. Alle Werte unter 1,6 sprechen für eine starke Kontamination durch Proteine
oder Phenol.
4.7.3 Agarosegelelektrophorese
Um die Größe von DNA-Fragmenten bestimmen zu können, wurde das Verfahren der
Agarosegelelektrophorese eingesetzt. Dazu wurde ein 1 %-iges Agarosegel hergestellt
und die verwendete DNA im Verhältnis 1:5 (v/v) mit 6 x DNA-Ladepuffer versetzt und
in die Taschen des Agarosegel gegeben (Tab. 4.36-4.38). Durch Anlegen eines elek-
trischen Feldes bei 75 V und 120 mA wandert die negativ geladene DNA zur positiv
geladenen Anode und wird durch ihre Größe und Konformation in der polymerisier-
ten Agarose aufgetrennt. Dabei werden kleinere DNA-Moleküle schneller durch das
Gel gezogen als größere. Der Farbstoff Bromphenolblau im DNA-Ladepuffer diente
als Indikator, um den Fortschritt der Elektrophorese abschätzen zu können. Um die
DNA-Fragmente sichtbar zu machen, wurde das Agarosegel nach der Elektrophorese
mit dem interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid für 15 min gefärbt und
nach einem kurzen Waschschritt in Milli-Q® unter UV-Licht betrachtet und fotogra-
fisch dokumentiert (Tab. 4.39). Die Größe und auch die Konzentration der aufgetra-
genen Nukleinsäuren wurden durch Vergleich mit einem Größenstandard (Abb. 4.1)
bestimmt.
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Tabelle 4.36: Zusammensetzung 1 % Agarosegel
Menge Substanz Hersteller
2 g Agarose NEEO Ultra-Qualität Roth
200 mL 1 x TAE
Agarose durch Aufkochen lösen
Gel nach abkühlen auf ca. 50 °C gießen
Tabelle 4.37: Zusammensetzung 50 x TAE-Lösung
Menge Substanz
242 g Tris
57,1 mL Essigsäure
100 mL 0,5 M EDTA pH 8,0
mit Milli-Q® auf 1 L auffüllen
Tabelle 4.38: Zusammensetzung 6 x DNA-Ladepuffer
Menge Substanz
350 µM Bromphenolblau
450 µM Xylencyanol FF
50 % (v/v) Glycerin
Tabelle 4.39: Zusammensetzung Ethidiumbromid-Färbelösung
Menge Substanz Hersteller
2 µg/mL (3 Tropfen) 1 % Ethidiumbromid-Lösung Roth
in Wasser (10 mg/mL)
zu 600 mL Milli-Q® geben
4.7.4 Herstellung von L. pneumophila Deletionskonstrukten
Um Deletionsmutanten von L. pneumophila zu erzeugen, wurde der Vorgang der ho-
mologen Rekombination genutzt. Dazu wurden zunächst entsprechende Deletionskon-
strukte mittels Polymerase-Kettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction, PCR)
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hergestellt. In jedem Fall wurden dafür zunächst geeignete Oligonukleotide (Primer)
konstruiert und diese von der Firma Eurofins bezogen. Wichtig war zudem, dass die
Deletionsregionen von 1-1,5 kb großen, dem GOI (gene of interest) benachbarten Se-
quenzen flankiert wurden, um die homologe Rekombination zu erleichtern. Um ein
solches Konstrukt herzustellen, wurden unterschiedliche Verfahren angewandt, die in
den folgenden Unterkapiteln genauer beschrieben sind.
Herstellung von Deletionskonstrukten mittels Joining-PCR
Für dieses Verfahren zur Herstellung eines Deletionskonstrukts wurden zunächst Pri-
mer entworfen, um die upstream und downstream gelegenen, das GOI flankieren-
den Regionen amplifizieren zu können. Die Primer UFF (upstream flanking forward)
und DFR (downstream flanking reverse) lagen dabei an den Enden des Deletions-
konstrukts und wurden so gewählt, dass sie nicht innerhalb eines anderen Gens ban-
den. An den zum GOI gelegenen Enden der flankierenden Regionen banden die Pri-
mer UFR (upstream flanking reverse) und DFF (downstream flanking forward). Diese
wiesen 3´-Überhänge auf, welche komplementär zu den 5´-Enden des Kanamycin-
Resistenzgens nptI waren. In mehreren PCRs wurden die GOI-flankierenden Regionen
amplifiziert, wobei genomische DNA von L. pneumophila Corby als Template diente.
Das Kanamycin-Resistenzgen nptI wurde, ausgehend von einem Mini-Tn10 Trans-
poson, mit dem Primerpaar NptI_Fa und NptI_R vervielfältigt, sodass 5´-Überhänge
komplementär zu den flankierenden Regionen entstanden. Die erhaltenen Fragmente
wurden mit Hilfe des Qiagen PCR Purification Kits nach Herstellerangaben aufge-
reinigt und durch eine sogenannte Joining-PCR zum Deletionskonstrukt zusammen-
gefügt (Abb. 4.3). Dazu wurden das upstream-Fragment, das nptI-Gen und das down-
stream-Fragment im Verhältnis 1:3:1 eingesetzt und die jeweils an den Enden des Kon-
strukts liegenden Primer UFF und DFR verwendet. Das erhaltene PCR-Produkt wurde
in einem 1 %-igen Agarosegel aufgetrennt und die entsprechende Bande mit einem
Skalpell ausgeschnitten. Die Aufreinigung aus dem Gel erfolgte mit dem QIAquick
Gel Extraction Kit (Qiagen) nach den Herstellerangaben. Um das blunt end-Produkt
mit einem Vektor fusionieren zu können, wurde eine AT-Klonierung durchgeführt. Da-
bei wurden mit Hilfe der Taq-Polymerase, durch Inkubation für 20 min bei 70 °C in
Anwesenheit von dATP, Adeninüberhänge an das Joining-Produkt angehängt. In ei-
nem nachfolgenden Ligationsschritt wurde so das adenylierte Deletionskonstrukt mit
den Thyminüberhängen des Vektor pGEM®-T Easy verbunden.
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Abbildung 4.3: Schema zur Herstellung eines Deletionskonstrukts mittels Joining-PCR. In drei
verschiedenen PCRs wurden zunächst die upstream und downstream gelegenen flankierenden Regionen
und die Resistenzkassette amplifiziert. Die Primer UFR und DFF verfügten dabei über 3´-Überhänge,
die komplementär zu den 5´-Enden des entsprechenden Resistenzgens waren. Anschließend wurden die
erhaltenen Fragmente in einer Joining-PCR mit den Primern UFF und DFR zum Deletionskonstrukt
zusammengefügt.
Die Ligation erfolgte über Nacht bei 17 °C. Im Anschluss wurde der gesamte Ansatz
für die Transformation von RbCl-kompetenten E. coli DH10ß (siehe Kap. 4.7.5) ver-
wendet. Mit diesem Verfahren wurden die Deletionskonstrukte für die dotA-, proA-
und LpC_0267-negativen Mutanten hergestellt. Die Tabellen 4.40-4.43 zeigen die ver-
schiedenen PCR-Ansätze und -Programme sowie die Zusammensetzung der Ligation.
Tabelle 4.40: Zusammensetzung PCR-Ansatz mit Q5®-Polymerase
Menge Substanz
10 µL 5 x Q5® Reaction Buffer
1 µL 10 mM dNTPs
2,5 µL 10 µM forward Primer
2,5 µL 10 µM reverse Primer
1 µL DNA
0,5 µL Q5® High-Fidelity DNA Polymerase
32,5 µL Nuklease-freies Wasser∑
50,0 µL
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Tabelle 4.41: PCR-Programm Q5®-Polymerase
Schritt Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung 98 °C 30 s
35 Zyklen: Denaturierung 98 °C 10 s
Annealing 63 °C 10 s
Elongation 72 °C 20-30 s/kb
Finale Elongation 72 °C 2 min
Pause 8 °C ∞
Tabelle 4.42: Zusammensetzung Ansatz A-Addition
Menge Substanz
5 µL 2 mM dATP
0,2 µL Taq DNA-Polymerase
5 µL 10 x ThermoPol® Buffer
40 µL aufgereinigtes PCR-Produkt∑
50,2 µL
Tabelle 4.43: Zusammensetzung Ligationsansatz
Menge Substanz
2 µL 10 x T4 DNA Ligase Buffer
1 µL (50 ng) pGEM®-T Easy Vektor
x µL Insert DNA (im Verhältnis 1:3 zum Vektor)
1 µL T4 DNA Ligase
mit Nuklease-freiem Wasser auf 20 µL auffüllen
Herstellung von Deletionskonstrukten durch Einfügen von
Restriktionsschnittstellen
Da die Herstellung eines Deletionskonstrukts mittels Joining-PCR nicht für alle ge-
planten Konstrukte erfolgreich war, wurden diese teilweise auch durch das Einfügen
von Restriktionsschnittstellen erzeugt (Abb. 4.4). Dafür wurde zunächst das komplet-
te GOI, zusammen mit den upstream und downstream gelegenen flankierenden Re-
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gionen, mit Hilfe der UFF- und DFR- Primer amplifiziert. Nach Aufreinigung des
PCR-Produktes mit dem Qiagen PCR Purification Kit wurde, wie bereits in Kapitel
4.7.4 beschrieben, eine AT-Klonierung durchgeführt und das Konstrukt mit dem Vektor
pGEM®-T Easy ligiert. Im Anschluss wurden chemisch-kompetente E. coli DH10ß-
Zellen transformiert (siehe Abschnitt 4.7.5). Erhaltene weiße Kolonien wurden mit
Hilfe einer Kolonie-PCR auf das Vorhandensein des inserierten Konstrukts überprüft.
Dafür wurde mit einer Pipettenspitze ein wenig Zellmaterial einer Kolonie entnommen
und in 100 µL Nuklease-freiem Wasser für 5 min bei 95 °C aufgekocht. Nach Zentri-
fugation für 15 s bei maximaler Geschwindigkeit wurden je 5 µL des Überstandes, der
die freigewordene DNA enthielt, als Template für die Kolonie-PCR eingesetzt (Tab.
4.44-4.45).
Tabelle 4.44: Zusammensetzung PCR-Ansatz mit Taq-Polymerase
Menge Substanz
2,5 µL 10 x ThermoPol® Buffer
0,5 µL 10 mM dNTPs
0,5 µL 10 µM forward Primer
0,5 µL 10 µM reverse Primer
5 µl Template DNA
0,125 µL Taq DNA Polymerase
15,875 µL Nuklease-freies Wasser∑
25 µL
Tabelle 4.45: PCR-Programm Taq-Polymerase
Schritt Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung 95 °C 30 s
30 Zyklen: Denaturierung 95 °C 15 s
Annealing 57 °C 30 s
Elongation 68 °C 1 min/ kb
Finale Elongation 68 °C 5 min
Pause 8 °C ∞
Stellte sich der Klon als positiv heraus, wurde mit einer Pipettenspitze ein wenig Zell-
material der Kolonie entnommen, diese zu 5 mL LB-Medium mit 100 µg/mL Ampi-
81
4 Material und Methoden
cillin gegeben und über Nacht bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. Am nächsten Tag
wurden die Bakterien für 5 min bei 8000 x g zentrifugiert und aus dem Bakterienpellet
unter Verwendung des QIAprep Spin Miniprep Kits (Qiagen) die Plasmid-DNA nach
Herstellerangaben isoliert.
Abbildung 4.4: Schema zur Herstellung eines Deletionskonstrukts durch Einfügen von Restrikti-
onsschnittstellen. Mit einer inversen PCR unter Verwendung von Primern, die jeweils eine Restrik-
tionsschnittstelle im Überhang trugen (forward Primer: KpnI-Schnittstelle, reverse Primer: BamHI-
Schnittstelle), wurde das gesamte Plasmid, bis auf das GOI, amplifiziert. Die Resistenzkassette wurde
ebenfalls mit den entsprechenden Schnittstellen versehen. Nach einem Restriktionsverdau von Plas-
mid und Resistenzkassette konnten diese in einem Ligationsansatz miteinander verbunden und das GOI
durch das Resistenzgen ersetzt werden. Nach einer weiteren PCR mit den Primern UFF und DFR wur-
de das fertige Deletionskonstrukt erhalten, welches anschließend für den Knockout durch homologe
Rekombination in L. pneumophila verwendet wurde (Schürer, 2015)
Ausgehend von dem Plasmid mit der inserierten Deletionsregion wurde eine inverse
PCR durchgeführt. Dabei wurde mit Hilfe von Primern, die jeweils eine Restrikti-
onsschnittstelle (forward Primer: BamHI, reverse Primer: KpnI) im Überhang trugen,
das gesamte Plasmid, bis auf das GOI, amplifiziert. Dadurch wurde ein PCR-Produkt
erzeugt, das den linearen pGEM®-T Easy Vektor mit den beiden upstream und down-
stream flankierenden Regionen sowie Restriktionsschnittstellen an beiden Enden ent-
hielt. Das Gentamicin-Resistenzgen aacC1 wurde, ausgehend vom Vektor pUCP22,
ebenfalls mit Restriktionsschnittstellen (forward Primer: BamHI-Schnittstelle, reverse
Primer: KpnI-Schnittstelle) mittels PCR vervielfältigt. Nach Aufreinigung der PCR-
Produkte mit dem Qiagen PCR Purification Kit nach Herstellerangaben wurde ein Re-
striktionsverdau mit den Enzymen KpnI und BamHI für 1 h bei 37 °C durchgeführt
(Tab. 4.46-4.47).
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Tabelle 4.46: Restriktionsverdau pGEM®-T Easy mit flankierenden Regionen
Menge Substanz
10 µL Linearisierter Vektor mit flankierenden Regionen
5 µL Cut Smart Buffer
1,5 µL BamHI-HF
1,5 µL KpnI-HF
2 µL Antarktische Phosphatase (NEB)
30 µL Nuklease-freies Wasser∑
50 µL
Tabelle 4.47: Zusammensetzung Restriktionsverdau Gentamicin-Kassette
Menge Substanz
20µL Resistenzkassette
3 µL Cut Smart Buffer
1,5 µL BamHI-HF
1,5 µL KpnI-HF
24 µL Nuklease-freies Wasser∑
50 µL
Im Anschluss wurden die Restriktionsansätze mit dem Qiagen PCR Purification Kit
aufgereinigt und über Nacht bei 17 °C ligiert (Tab. 4.48).
Tabelle 4.48: Ligationsansatz pGEM®-T Easy mit Gentamicin-Kassette
Menge Substanz
2 µL 10 x T4 DNA Ligase Buffer
1,25 µL Gentamicin-Kassette (im Verhältnis 1:3 zum Vektor)
6,75 µL (50 ng) Vektor mit flankierenden Regionen
1 µL T4 DNA Ligase
9 µL Nuklease-freies Wasser∑
20 µL
Der komplette Ligationsansatz wurde am nächsten Tag in chemisch-kompetente E. co-
li DH10ß-Zellen eingebracht (siehe Kapitel 4.7.5). Mit diesem Verfahren wurde das
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Deletionskonstrukt zur Herstellung der pepN-negativen Mutante erzeugt.
4.7.5 Transformation von chemisch-kompetenten E. coli
Um DNA in chemisch-kompetente E. coli-Zellen einzubringen, wurde die sogenannte
Hitzeschock-Methode angewandt. Für die Transformation von Deletions- und Inser-
tionskonstrukten wurden 20 µL des entsprechenden Vektors mit 50 µL kompetenter
E. coli DH10ß-Zellen vermischt und für 20 min auf Eis gelagert. Anschließend wurde
der Ansatz für 45 s auf 42 °C erhitzt und danach sofort für 2 min auf Eis gegeben. Da-
nach wurden 250 µL LB-Flüssigmedium hinzugefügt und der Transformationsansatz
für 1 h bei 37 °C und 300 rpm inkubiert. Je 2 µL, 20 µL und 200 µL der transformier-
ten Zellen wurden auf LB-Agarplatten mit 100 µg/mL Ampicillin, 500 µM IPTG und
80 µg/mL X-Gal ausplattiert und über Nacht bei 37 °C kultiviert. Durch die Zugabe
des Antibiotikums wuchsen nur die Zellen, die auch die entsprechende Resistenz durch
Aufnahme des Plasmids enthielten. Mit den in den Agarplatten enthaltenen Substanzen
IPTG und X-Gal konnte eine sogenannte Blau-Weiß-Selektion durchgeführt werden.
Durch das Einfügen eines Inserts in die multiple cloning site, welche in dem Gen der
ß-Galactosidase liegt (lacZ-Gen), wurde dieses unterbrochen und das Enzym inakti-
viert. Die ß-Galactosidase, dessen Genexpression durch den Induktor IPTG eingeleitet
wird, kann das Substrat X-Gal nicht mehr in einen blauen Farbstoff (5,5’-Dibromo-
4,4’-Dichloro-Indigo) spalten. Daher erscheinen Kolonien, die das gewünschte Insert
enthalten weiß, Kolonien ohne Insert jedoch blau. Ob die transformierten Zellen tat-
sächlich das gewünschte Insert enthielten, wurde durch eine Kolonie-PCR überprüft
(siehe Kapitel 4.7.4).
4.7.6 Herstellung von L. pneumophila Deletionsmutanten
Konnten mit Hilfe einer Kolonie-PCR Klone nachgewiesen werden, die das gewünsch-
te Deletionskonstrukt enthielten, wurden diese in 5 mL LB-Flüssigmedium über Nacht
mit 100 µg/mL Ampicillin bei 37 °C und 200 rpm kultiviert. Am nächsten Tag wurde
die angewachsene Kultur für 5 min bei 8000 x g zentrifugiert und das Bakterienpel-
let für die Plasmidisolation mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) verwendet.
Ausgehend von dem isolierten Plasmid wurde anschließend das Deletionskonstrukt
mit Hilfe der Q5®-Polymerase und den Primern UFF und DFR in einer PCR verviel-
fältigt. Nach Aufreinigung des PCR-Produktes mit dem Qiagen PCR Purification Kit
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wurde dieses direkt für die Transformation in L. pneumophila eingesetzt. Dazu wur-
de zunächst eine Vorkultur von L. pneumophila Corby in 50 mL YEB angesetzt und
diese bei 30 °C und 200 rpm bis zu einer OD600 von 0,8 – 1,0 kultiviert. Anschlie-
ßend wurden 1 mL der Kultur in ein 2 mL Reaktionsgefäß überführt und mit 2-4 µg
des Deletionskonstrukts versetzt. Der Ansatz wurde über 3 d bei 30 °C inkubiert und
dann auf BCYE-Agarplatten, auf denen das entsprechende Antibiotikum frisch ausge-
spatelt wurde (7 µg/mL Gentamicin und/oder 20 µg/mL Kanamycin), mindestens 5 d
inkubiert. Gewachsene Kolonien wurden mittels Kolonie-PCR überprüft.
4.7.7 Sequenzierung
Um zu überprüfen, ob bei den erzeugten Deletionsmutanten die veränderten DNA-
Abschnitte korrekt vorlagen, wurden diese sequenziert. Dazu wurde in einer Kolonie-
PCR das Konstrukt mit Hilfe der Q5®-Polymerase und den Primern UFF und DFR
vervielfätigt. Anschließend wurden 20 µL des aufgereinigten PCR-Produktes (mit ei-
ner DNA-Konzentration von 10-50 ng/µL) zusammen mit den für die Sequenzierung
benötigten Primern an die Firma GATC Biotech AG gesandt. Nach Erhalt der Sequen-
zierdaten wurden diese mit Hilfe der Software LasergeneTM 7 ausgewertet und auf
Richtigkeit überprüft.
4.7.8 Klonierung von L. pneumophila-Genen für die
rekombinante Proteinproduktion
Um L. pneumophila-Proteine in größeren Mengen gezielt produzieren zu können, wer-
den die entsprechenden Gene in für die Proteinexpression konzipierte Vektoren einge-
bracht und anschließend in E. coli Produktionsstämme transformiert. Für die Klonie-
rung des proA-Gens wurde dieses zunächst mit den Primern proA_fw und proA_rev in
einer PCR mit der Q5®-Polymerase amplifiziert. Die Primer trugen im 5´-Überhang je-
weils Restriktionsschnittstellen (proA_fw: NdeI-Schnittstelle, proA_rev: XhoI-Schnitt-
stelle), um das Gen hinterher in das Produktionsplasmid einbringen zu können. Im An-
schluss wurde das PCR-Produkt mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kits (Qia-
gen) nach Herstellerangaben aufgereinigt. Der Vektor wurde aus dem E. coli-Stamm
DH10ß pET-22b(+) mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) isoliert. Anschlie-
ßend wurde ein Restriktionsverdau mit den Enzymen NdeI und XhoI von Plasmid und
Insert für 1 h bei 37 °C durchgeführt (Tab. 4.49 und 4.50).
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Tabelle 4.49: Zusammensetzung Restriktionsverdau pET-22b(+)
Menge Substanz
10 µL Vektor-DNA
5 µL CutSmart®-Buffer
1,5 µL NdeI
1,5 µL XhoI
2 µL Antarktische Phosphatase
30 µL Nuklease-freies Wasser∑
50 µL
Tabelle 4.50: Zusammensetzung Restriktionsverdau proA-Insert
Menge Substanz
20 µL PCR-Produkt
3 µL CutSmart®-Buffer
1,5 µL NdeI
1,5 µL XhoI
4,5 µL Nuklease-freies Wasser∑
30 µL
Anschließend wurden beide Restriktionsansätze mit dem QIAquick PCR Purification
Kit (Qiagen) aufgereinigt und über Nacht bei 17 °C ligiert (Tab. 4.51).
Tabelle 4.51: Ligationsansatz für die rekombinante Proteinproduktion
Menge Substanz
2 µL 10 x T4 DNA Ligase Buffer
9 µL Insert (im Verhältnis 1:3 zum Vektor)
1 µL Vektor-DNA
1 µL T4 DNA Ligase
7 µL Nuklease-freies Wasser∑
20 µL
Der Ligationsansatz wurde am nächsten Tag direkt für die Transformation von E. coli
DH10ß eingesetzt (siehe Kapitel 4.7.5) und auf LB-Agar mit 100 µg/mL Ampicil-
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lin ausplattiert. Gewachsene Kolonien wurden mittels Kolonie-PCR (wie in Kapitel
4.7.4 beschrieben) überprüft und positive Klone, die den pET-22b(+) Vektor mit dem
proA-Insert trugen, isoliert. Für die Plasmidisolation wurde eine Vorkultur eines po-
sitiven Klons in 5 mL LB-Flüssigmedium mit 100 µg/mL Ampicillin angesetzt und
bei 37 °C und 200 rpm über Nacht kultiviert. Die Isolierung des Produktionsplasmids
erfolgte mit Hilfe des QIAprep Spin Miniprep Kits (Qiagen). Dieses wurde zur Se-
quenzierung bei der Firma GATC Biotech AG eingeschickt (vergleiche Kapitel 4.7.7).
Nach Überprüfung der Richtigkeit der DNA-Sequenz wurde das Plasmid in chemisch-
kompetente E. coli BL21 eingebracht. Die transformierten Bakterien wurden auf LB-
Agar mit 100 µg/mL Ampicillin ausplattiert. Positive Klone wurden wieder mittels
Kolonie-PCR identifiziert und isoliert. Diese konnten anschließend direkt für die Pro-
duktion von rekombinantem ProA eingesetzt werden.
4.8 Proteinbiochemische Methoden
In den folgenden Unterkapiteln werden die in dieser Arbeit verwendeten biochemi-
schen Methoden beschrieben.
4.8.1 Bestimmung der Proteinkonzentration
Um die Konzentration von Proteinen in einer Lösung oder im Kulturüberstand bestim-
men zu können, wurde die Methode nach Bradford mit Roti®-Nanoquant angewandt.
Dazu wurde die Stammlösung zunächst im Verhältnis 1:5 mit dH2O verdünnt. Für die
Konzentrationsbestimmung in Küvetten wurden 200 µL der 1:20 oder 1:40 verdünnten
Proteinlösungen mit 800 µL Arbeitslösung versetzt und nach Messung der optischen
Dichte der Quotient aus OD590/450 gebildet. Die Proteinkonzentration wurde anhand
einer zuvor erstellten BSA-Eichreihe ermittelt. Bei einer hohen Anzahl an zu messen-
den Proben wurde die Messung in 96 well flat bottom-Platten durchgeführt.
4.8.2 Bestimmung der Proteaseaktivität
Für die Bestimmung der Aktivität von Proteasen in Proteinlösungen oder Kulturüber-
ständen wurde der Azocaseinassay verwendet. Dabei spalten die Proteasen den an das
Casein gekoppelte Azofarbstoff ab und die Bestimmung der Proteaseaktivität erfolgt
über die optische Dichte. Für die Bestimmung in 96 well flat bottom-Platten wurden
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120 µL der zu bestimmenden Proteinprobe mit 1 µL 1 M CaCl2-Lösung sowie 30 µL
15 mg/mL Azocasein-Lösung versetzt und für 15 min bei 37 °C inkubiert. Anschlie-
ßend wurden die Proteine durch Zugabe von 75 µL 10 % Trichloressigsäure gefällt
und der Ansatz für 20 min bei RT inkubiert. Danach erfolgte ein Zentrifugationsschritt
für 25 min bei 3273 x g. Der den abgespaltenen Azofarbstoff enthaltene Überstand (je
200 µL pro well) wurde in eine neue 96 well flat bottom-Platte überführt und mit 100
µL 10 M NaOH-Lösung alkalisiert. Die Bestimmung der optischen Dichte erfolgte mit
Hilfe eines Plattenlesegeräts bei 420 nm. Als Negativkontrolle dienten dabei 200 µL
dH2O mit 100 µL NaOH. Die Höhe der gemessenen OD420 korrelierte dabei mit der
Proteaseaktivität.
4.8.3 Konzentrierung von Proteinen mittels Amicon®
Zentrifugal-Filtereinheiten
Um Proteinlösungen zu konzentrieren, wurden Amicon® Ultra-15 Zentrifugen-Filter-
einheiten verwendet. Für die Äquilibrierung wurden die Filtereinheiten zunächst mit
10 mL Milli-Q® für 15 min bei 8.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Damit die Membran
nicht trocken fällt, sollte immer ein wenig Flüssigkeit im Filter zurückbleiben. An-
schließend wurde die Membran unter den gleichen Bedingungen mit dem in der Prote-
inlösung enthaltenen Puffer gewaschen. Nun wurde die Proteinsuspension aufgetragen
und in 10 mL-Schritten aufkonzentriert. Bei Bedarf wurde hier die Dauer der Zentri-
fugation verlängert. Um Proteine umzupuffern, wurden diese im Anschluss fünfmal
mit der gewünschten Pufferlösung gewaschen und im Anschluss auf das gewünschte
Volumen reduziert. Die aufkonzentrierte Proteinlösung wurde vorsichtig entnommen
und bis zur Verwendung bei 4 °C, bzw. -20 °C in 1,5 mL Reaktionsgefäßen gelagert.
4.8.4 Diskontinuierliche SDS-Gelelektrophorese
Um Proteine nach ihrer molekularen Masse aufzutrennen, wurde das Verfahren der dis-
kontinuierlichen Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
angewandt. Dabei werden Proteine durch Aufkochen mit SDS und ß-Mercaptoethanol
denaturiert und linearisiert. Weiterhin bindet das anionische SDS an die Proteine und
überlagert deren Eigenladung. Die daraus resultierende negative Ladung ist propor-
tional zu der molekularen Masse des Proteins (Laemmli, 1970, Smith, 1984). Für die
Durchführung wurden zunächst SDS-Polyacrylamidgele hergestellt. Diese bestanden
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für alle Versuche aus je einem 6 %-igem Sammelgel, in welchem die Proteine in einer
scharfen Trennlinie aufkonzentriert wurden, und einem 12 %-igem Trenngel, welches
zur Trennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht diente (Tab. 4.52 und 4.53).
Die Gele wurden in den vorgesehenen Halterungen befestigt, in die Laufkammer ge-
stellt und diese bis zur angegebenen Markierung mit 1 x SDS-Laufpuffer gefüllt (Tab.
4.54).
Tabelle 4.52: Zusammensetzung 6 %-iges Sammelgel für die SDS-PAGE
Menge Substanz
1,375 mL Milli-Q®
0,625 mL 0,5 M Tris-HCl, pH 6,8
0,5 mL 30 % (w/v) Acrylamid
25 µL 10 % (w/v) APS
2,5 µL TEMED
Tabelle 4.53: Zusammensetzung 12 %-iges Trenngel für die SDS-PAGE
Menge Substanz
1,75 mL Milli-Q®
1,25 mL 1,5 M Tris-HCl, pH 8,8
2 mL 30 % (w/v) Acrylamid
50 µL 10 % (w/v) APS
5 µL TEMED
Tabelle 4.54: Zusammensetzung 10 x SDS-Laufpuffer
Menge Substanz
60,6 g Tris-Base
288 g Glycin
20 g SDS
mit Milli-Q® auf 2 L auffüllen
Im nächsten Schritt wurden die Proteinproben im Verhältnis 1:4 mit SDS-Ladepuffer
versetzt und für 5 min bei 95 °C erhitzt (Tab. 4.55). Nach dem Abkühlen der An-
sätze wurden diese in die Taschen der polymerisierten SDS-Gele gegeben und die
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Gelelektrophorese gestartet. Pro SDS-Gel wurde dabei eine Stromstärke von 45 mA
angelegt und der Lauf nach ca. 40 min beendet, sobald der blaue 4 x SDS-Ladepuffer
aus dem Gel ausgetreten war. Anschließend wurden die Gele mit Coomassie Silver-
Blue, InstantBlue™ oder Silberfärbung gefärbt oder für das Western Blot-Verfahren
verwendet.
Tabelle 4.55: Zusammensetzung 4 x SDS-Ladepuffer
Menge Substanz
30 % (v/v) Glycerin
15 % (v/v) ß-Mercaptoethanol
10 % (w/v) SDS
0,2 % (w/v) Bromphenolblau
mit 300 mM Tris-HCl, pH 6,8
auf das gewünschte Volumen auffüllen
4.8.5 Coomassie Silver-Blue Färbung
Um Proteinbanden auf SDS-Gelen nach der Gelelektrophorese sichtbar zu machen,
wurden diese mit der von Candiano et al. im Jahr 2004 beschriebenen kolloidalen
Coomassie-Färbung Blue Silver gefärbt. Durch ihren hohen Anteil an Phosphorsäure
und Coomassie G-250 gilt diese Färbung als sehr sensitiv. Abweichend zu der Veröf-
fentlichung von Candiano et al. wurde in dieser Arbeit Ethanol anstelle von Methanol
eingesetzt (Tab. 4.56). Die SDS-Gele wurden über Nacht gefärbt und anschließend
mehrmals mit Milli-Q® entfärbt.
Tabelle 4.56: Zusammensetzung Coomassie Silver-Blue Färbelösung
Menge Substanz
100 mL Milli-Q®
100 mL α-Phosphorsäure
100 g Ammoniumsulfat
800 mL Milli-Q® hinzufügen
1,2 g Coomassie-Brilliant-Blau G-250
frisch dazu:
20 % (v/v) Ethanol (96 %)
90
4 Material und Methoden
4.8.6 Färbung mit InstantBlue™
Die Färbung von Proteinen auf einem SDS-Gel ist auch mit der Fertiglösung In-
stantBlue™ (Expedeon) möglich. Die Färbung erfolgt auf Basis einer herkömmlichen
Coomassie-Färbung, ist jedoch durch spezielle Zusätze wie Ethanol, Phosphorsäu-
re und weitere, vom Hersteller nicht näher ausgeführte Agenzien sehr sensitiv und
schnell. Nach der Gelelektrophorese wurde das SDS-Gel für 15 min bei RT mit In-
stantBlue™ gefärbt. Die Dokumentation des SDS-Gels erfolgte direkt im Anschluss.
Ein Entfärben des Gels war nicht notwendig.
4.8.7 Silberfärbung
Die Silberfärbung dient dem besonders sensitiven Nachweis von Proteinen in einem
SDS-Gel. Dazu wurde das Gel zunächst für 0,5 - 2 h in 50 mL Fixierlösung fixiert und
im Anschluss zweimal für je 20 min mit 50 %-igem Ethanol (v/v) gewaschen. Dabei
kann das SDS-Gel trüb werden. Als nächstes folgte ein kurzer Waschschritt mit Milli-
Q®. Anschließend wurde das Gel für 1 min in Sensitizer-Lösung geschwenkt und dann
erneut zweimal für 20 s mit Milli-Q® gewaschen. Nun erfolgte das Färben der Proteine.
Dazu wurde das Gel für 20 min in 50 mL 1 x Silberlösung geschwenkt. Im Anschluss
erfolgten erneut zwei Waschschritte mit Milli-Q®. Zum Entwickeln des Gels wurde
frisch angesetzte Entwicklerlösung hinzugegeben und für 3 - 5 min inkubiert, bis die
Proteinbanden deutlich zu erkennen waren. Durch Inkubation für 30 s mit 1 x Stopp-
lösung wurde die Reaktion gestoppt und das gefärbte SDS-Gel anschließend kurz mit
Milli-Q® gewaschen. Danach wurde das Gel nochmals für 30 min in 1 x Stopplösung
geschwenkt und bis zur Dokumentation in Milli-Q® gelagert (Tab. 4.57).
Tabelle 4.57: Lösungen für die Silberfärbung
Puffer Menge Substanz
Fixierlösung
50 % (v/v) Ethanol
12 % (v/v) Essigsäure
frisch dazugeben (auf 50 mL):
25 µL 37 % (v/v) Formaldehyd
Sensitizer-Lösung
0,1 g Na2S2O3 x 5 H2O
mit Milli-Q® auf 500 mL auffüllen
Lösung bei 4 °C aufbewahren
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10 x Silberlösung
10 g AgNO3
mit Milli-Q® auf 500 mL auffüllen
1 x Silberlösung
5 mL 10 x Silberlösung
mit Milli-Q® auf 50 mL auffüllen
37,4 µL 37 % Formaldehyd
Entwicklerlösung
1,5 g Na2CO3
1 mL Sensitizer-Lösung
mit Milli-Q® auf 50 mL auffüllen
25 µL 37 % Formaldehyd
Lösung immer frisch ansetzen!
5 x Stopplösung
25 g Glycin
mit Milli-Q® auf 500 mL auffüllen
4.8.8 Western Blot und Immunfärbung
Für den spezifischen Nachweis von Proteinen durch Antikörper auf einer Membran
wurde ein Western Blot im Semi-Dry-Verfahren durchgeführt. Dazu wurde mit der zu
analysierenden Proteinlösung zunächst eine SDS-PAGE (siehe Kapitel 4.8.4) durch-
geführt. Das Gel wurde anschließend kurz in Milli-Q® gewaschen und dann für 5-
10 min in Towbin-Puffer geschwenkt. Eine auf die Maße des SDS-Gels zugeschnit-
tene PVDF-Membran wurde kurz in Methanol aktiviert und anschließend für 10 min
in Towbin-Puffer äquilibriert. Im nächsten Schritt wurden zunächst drei Lagen zuge-
schnittenes und in Towbin-Puffer getränktes Whatman®-Papier auf der Kathode des
Elektroblotters platziert. Darauf wurde die PVDF-Membran gelegt, anschließend das
Polyacrylamidgel und zum Schluss wieder drei Lagen Whatman®-Papier. Eingeschlos-
sene Luftblasen wurden mit einem Blot-Roller vorsichtig entfernt. Dann wurde die
Anode aufgelegt, die Kammer verschlossen und bei 1 kV und 25 mA für 18 min
geblottet. Im Anschluss wurde die Membran für 1 h in Blockingpuffer geschwenkt.
Der primäre Antikörper wurde in Waschpuffer verdünnt und mit der geblockten Mem-
bran über Nacht bei 4 °C inkubiert. Am nächsten Tag erfolgten drei Waschschritte
mit Waschpuffer für je 10 min, bevor der mit Alkalischer Phosphatase gekoppelte
Sekundärantikörper aufgetragen wurde. Dieser wurde für alle Versuche 1:10.000 in
Waschpuffer verdünnt und für 1 h bei RT schüttelnd inkubiert. Anschließend wurde die
PVDF-Membran dreimal für je 10 min mit TBS-T gewaschen und dann für 15 min in
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AP-Puffer geschwenkt. Für die Entwicklung des Blots wurden 33 µL BCIP- und 66 µL
NBT-Lösung in 5 mL AP-Puffer zu der Membran gegeben und diese inkubiert, bis kla-
re Proteinbanden erkennbar waren. Die Reaktion wurde durch mehrmaliges Waschen
in Milli-Q® gestoppt. Der Blot wurde anschließend dokumentiert und auf Filterpapier
getrocknet (Tab. 4.58).
Tabelle 4.58: Lösungen für die Western Blot-Analyse
Puffer Menge Substanz
10 x Towbin-Puffer
30,3 g Tris-Base
144 g Glycin
mit Milli-Q® auf 1 L auffüllen
1 x Towbin-Puffer
100 mL 10 x Towbin-Puffer
200 mL Methanol
mit Milli-Q® auf 1 L auffüllen
TBS-T-Lösung
50 mM Tris-HCl, pH 7,6
150 mM NaCl
0,1 % (v/v) Tween 20
mit Milli-Q® auffüllen
Blockingpuffer
5 % (v/v) Magermilchpulver
mit TBS-T-Lösung auffüllen
Waschpuffer
0,5 % (v/v) Magermilchpulver
mit TBS-T-Lösung auffüllen
AP-Puffer
100 mM Tris-Base, pH 9,5
100 mM NaCl
5 mM MgCl2 x 6 H2O
mit Milli-Q® auffüllen
4.8.9 Isolierung von ProA aus L. pneumophila
Um natives ProA aus L. pneumophila isolieren zu können, wurde zunächst eine Vorkul-
tur in 25 mL YEB-Flüssigmedium angeimpft und über Nacht unter Standardbedingun-
gen inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Hauptkulturen in 1 L Erlenmeyerkolben
ohne Schikane mit je 500 mL YEB und 5 mL der angewachsenen Vorkultur angesetzt.
Die Kolben wurden über Nacht bei 37 °C und 180 rpm geschüttelt. Anschließend wur-
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den die Kulturen für 15 min bei 5000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Kulturüberstand
wurde mit einem Filtertop (0,2 µm Porengröße) sterilfiltriert.
Aussalzen der Proteine mit Ammoniumsulfat
Die Proteine aus dem Kulturüberstand wurden mit Ammoniumsulfat gefällt. Dazu
wurden 373,21 g/L Ammoniumsulfat nach und nach unter ständigem Rühren bei 4 °C
zu dem sterilfiltrierten Kulturüberstand hinzugegeben. Die Salzkonzentration betrug
nach dem Lösen des kompletten Ammoniumsulfats 60 % (v/v). Die dafür benötigte
Menge des Salzes wurde mit Hilfe des „Ammonium Sulfate Calculators“ von EnCor
Biotechnology Inc. berechnet. Die Fällung der Proteine erfolgte über Nacht bei 4 °C.
Am nächsten Tag wurde der Kulturüberstand für 30 min bei 20.000 x g und 4 °C zen-
trifugiert. Das erhaltene Proteinpellet wurde in eiskaltem 50 mM Tris-HCl, pH 7,5
resuspendiert und für die Dialyse verwendet.
Dialyse
Um das Ammoniumsulfat aus der Proteinsuspension zu entfernen, wurde eine Dialyse
gegen 50 mM Tris-HCl, pH 7,5 durchgeführt. Dazu wurde ein Dialyseschlauch (VIS-
KING, MWCO 14 kDa) durch zweimaliges Aufkochen in dH2O rehydratisiert und
gleichzeitig enthaltene Schwermetallionen entfernt. Anschließend wurde der Schlauch
mehrmals mit dH2O gespült und nach dem Einfüllen der Proteinlösung mit Verschluss-
klemmen abgedichtet. Die Dialyse erfolgte gegen 2 L 50 mM Tris-HCl, pH 7,5 über
Nacht und unter ständigem Rühren bei 4 °C. Durch die Semipermeabilität der Mem-
bran können anorganische Salze und andere niedermolekulare Verbindungen entlang
des Konzentrationsgefälles in das umgebende Puffermedium austreten, während das
Protein zurückbleibt. Anschließend wurde die dialysierte Proteinlösung durch Einle-
gen des Schlauches in Polyethylenglykol (PEG) aufkonzentriert.
Anionenaustauschchromatographie
Die Aufreinigung von nativem ProA aus dem Kulturüberstand von L. pneumophila
erfolgte mittels Anionenaustauschchromatographie (Abb. 4.5). Bei diesem Verfahren
werden Proteine abhängig von ihrer Nettoladung aufgetrennt und eluiert. Die Träger-
matrix der Säule bestand dabei aus immobilisierter Sepharose mit kovalent gebun-
denem Diethylaminoethyl (DEAE) als funktionelle Gruppe. Damit keine Verunreini-
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gungen auf die Säule gelangen, wurden alle verwendeten Lösungen zunächst filtriert
(0,45 µm Porengröße). Da die Säule in 20 %-igem Ethanol gelagert wurde, musste sie
zunächst mit 5 Säulenvolumen (SV) Milli-Q®gespült werden.
Abbildung 4.5: Schema der Proteinauftrennung durch Anionenaustauschchromatographie. Die
in der mobilen Phase befindlichen Chlorid-Anionen (weiß) konkurrieren mit den negativ geladenen
Proteinen (rot und grün) um die Bindungsstellen an den positiv geladenen Gruppen der Trägermatrix.
Proteine mit schwach-negativer Nettoladung (grün) binden dabei weniger stark an das Säulenmaterial
und werden leicht von den Chlorid-Ionen verdrängt. Aus diesem Grund werden diese Proteine als erstes
von der Säule eluiert. Proteine mit höherer Negativladung binden entsprechend stärker an die positiv
geladene Trägermatrix und werden später von der Säule eluiert. Somit wird eine Trennung von Proteinen
entsprechend der Stärke ihrer negativen Ladung erreicht.
Im Anschluss wurde mit 2 SV Waschpuffer äquilibriert und die Proteinlösung auf die
Säule gegeben. Proteine mit einer negativen Nettoladung bei pH 7,5 können dabei mit
den positiv geladenen DEAE-Gruppen interagieren und an das Säulenmaterial binden.
Der Durchfluss wurde separat in einem 50 mL Reaktionsgefäß aufgefangen. Um nicht
oder schwach gebundene Proteine zu entfernen, wurde mit 5 SV Waschpuffer gewa-
schen und die Waschfraktionen jeweils in 15 mL Reaktionsgefäßen aufgefangen. Die
Elution erfolgte mit insgeamt 66 mL 1 M NaCl in Waschpuffer. Die Chlorid-Anionen
konkurrieren dabei mit den Proteinen um die Bindung an die kovalenten Gruppen und
verdrängen diese schließlich. Die Elutionsfraktionen wurden in Fraktionen von je 2 mL
aufgefangen und mittels SDS-PAGE (Kapitel 4.8.4) und Western Blot (Kapitel 4.8.8)
analysiert. Alle Fraktionen wurden anschließend bei 4 °C gelagert. Die Reinigung der
Säule erfolgte mit 2 SV Regenerationspuffer, um mögliche verbleibende Proteine zu
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entfernen. Im Anschluss wurde die Säule mit 4 SV Milli-Q®gewaschen und in 20 %-
igem Ethanol bei 4 °C gelagert (Tab. 4.59).
Tabelle 4.59: Lösungen für die Anionenaustauschchromatographie
Puffer Menge Substanz
Waschpuffer 20 mM Tris-HCl, pH 7,5
Elutionspuffer
20 mM Tris-HCl, pH 7,5
1 M NaCl
Regenerationspuffer
0,1 M NaOH
0,5 M NaCl
4.8.10 Produktion und Reinigung von rekombinantem ProA
Für die Produktion von rekombinantem ProA in E. coli wurde zunächst eine Vorkultur
des Expressionsstammes BL21-pET22b(+)-proA (siehe Kapitel 4.7.8) in TB-Medium
mit 100 µg/mL Ampicillin angesetzt und über Nacht bei 37 °C und 200 rpm kultiviert.
Am nächsten Tag wurden die Hauptkulturen angesetzt. Dazu wurden zwei 1 L Schika-
nekolben mit je 500 mL TB-Medium befüllt und mit 100 µg/mL Ampicillin versetzt.
Die Hauptkulturen wurden im Verhältnis 1:20 mit der Vorkultur angeimpft und bei
37 °C und 180 rpm bis zu einer OD550 von 0,5-0,8 angezogen. Die Expression von
proA wurde durch Zugabe von 0,02 % α-Lactose (w/v) und 5 mM MgSO4 induziert.
Die Produktion erfolgte über Nacht bei 30 °C und 180 rpm. Da ProA bei der rekom-
binanten Produktion in E. coli im Periplasma des Bakteriums lokalisiert ist, wurde die
periplasmatische Fraktion isoliert. Dazu wurde die Hauptkultur zunächst bei 5.000 x g
und 4 °C für 20 min zentrifugiert. Das resultierende Pellet wurde in dem Waschpuffer
resuspendiert, welcher für die jeweilig verwendete Chromatographie-Methode benö-
tigt wurde. Für die Isolierung der periplasmatischen Fraktion wurde das Antibioti-
kum Polymyxin B verwendet, welches die äußere Membran Gram-negativer Bakteri-
en destabilisiert. Das Polymyxin B wurde in einer Konzentration von 2 mg/mL zu der
Bakteriensuspension gegeben und für 2 h bei 4 °C auf dem Rollschüttler inkubiert.
Im Anschluss wurde für 30 min bei 4 °C und 8.000 x g zentrifugiert und der Über-
stand sterilfiltriert. Für die Aufreinigung von rekombinantem ProA wurden verschie-
dene chromatographische Verfahren angewandt, die in den folgenden Unterkapiteln
erläutert sind.
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Affinitätschromatographie mit Protino® Ni-TED Tropfsäulen
Eine einfache und schnelle Methode zur Aufreinigung von His6-getaggten Proteinen
ist die Verwendung von Tropfsäulen nach dem IMAC-Verfahren (immobilized metal
ion affinity chromatography). Für die Aufreinigung von ProA-His6 wurde eine Tropf-
säule mit Tris(carboxymethyl)ethylendiamin (TED) als Nickel-chelatierenden Ligan-
den eingesetzt (Macherey-Nagel). In Abbildung 4.6 ist die Auftrennung von Proteinen
mittels Nickel-Chelat-Chromatographie dargestellt.
Abbildung 4.6: Schema der Proteinauftrennung mittels Nickel-Chelat-Chromatographie. Rekom-
binant produzierte und mit einem His-Tag versehene Proteine können mittels Affinitätschromatographie
aufgetrennt werden. Die Trägermatrix (blau) ist hierbei mit einem Nickel-chelatierenden Liganden ver-
sehen. Die Aminosäure Histidin bindet spezifisch an die Nickel-Ionen und das rekombinante Protein
(rot) somit an das Säulenmaterial. Nicht mit einem His-Tag versehene Proteine können dagegen nicht
bzw. deutlich schwächer binden. Die Elution erfolgt mit Imidazol (weiß), welches die rekombinanten
Proteine von den Bindungstellen verdrängt
Entsprechend der Herstellerangaben wurde die Säule zunächst mit 4 mL 1 x LEW-
Puffer äquilibriert. Anschließend wurde die filtrierte Proteinsuspension aufgetragen
und der Durchfluss in einem 50 mL Schraubgefäß aufgefangen. Um nicht gebundene
Proteine zu entfernen, wurde die Säule dreimal mit je 4 mL 1 x LEW-Puffer gewa-
schen und die Waschfraktionen separat in 15 mL Schraubgefäßen aufgefangen. Um
das gebundene ProA wieder von der Säule zu eluieren, wurde je mit 6 x 1 mL 1 x
Elutionspuffer eluiert. Dieser enthielt Imidazol, welches den His6-Tag von ProA kom-
petitiv aus dem Chelatkomplex verdrängt. Die Elutionsfraktionen wurden jeweils in
1,5 mL Reaktionsgefäßen gesammelt. Alle Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE und
Western Blot analysiert. Fraktionen, die reines ProA enthielten, wurden mit Hilfe von
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Amicon® Zentrifugaleinheiten (siehe Kapitel 4.8.3) umgepuffert und aufkonzentriert.
Affinitätschromatographie mit FPLC
Um die Aufreinigung von rekombinantem ProA zu optimieren, wurde, in Koopera-
tion mit Dr. Konrad Büssow aus der Abteilung für Rekombinante Proteinexpression
(RPEX) am Helmholtz-Zentrum für Infektionsforschung (HZI), eine Affinitätschroma-
tographie mittels FPLC (fast protein liquid chromatography) an einem ÄKTA-System
durchgeführt. Hierbei wurde eine His-Trap™ HP-Säule verwendet, an deren Sepharo-
sematrix Nickel-Ionen immobilisiert waren. Das Aufreinigungsprinzip entsprach dabei
der in dem vorherigen Unterkapitel genannten Protino® Ni-TED Tropfsäulen. Damit
keine Luftblasen oder Verunreinigungen in das ÄKTA-System oder auf die Säule ge-
langten, wurden alle verwendeten Puffer vor Verwendung filtriert und mittels Ultra-
sonifikation entgast (Tab. 4.60). Da die Säule auf 20 %-igem Ethanol lagerte, wurde
diese zunächst mit 10 SV Milli-Q® (1 mL/min) gewaschen. Anschließend wurde die
Säule mit 10 SV Waschpuffer 1 äquilibriert und die periplasmatische Fraktion aufge-
tragen. Der Durchfluss wurde in einem 50 mL Schraubgefäß aufgefangen. Um nicht
oder schwach gebundene Proteine zu entfernen, wurde die Säule mit 10 SV Waschpuf-
fer 1 gewaschen. Für die Elution wurde ein Gradient von 8-100 % Waschpuffer 2 in
10 SV Schritten verwendet. Die Eluate wurden in 1 mL-Fraktionen in 96-Deepwell-
Platten aufgefangen und anschließend mittels SDS-PAGE und Western Blot analy-
siert. Danach wurde die Säule mit 5 SV Elutionspuffer und Waschpuffer 1 reäquili-
briert und im Anschluss mit Milli-Q® gewaschen. Die Reinigung erfolgte mit 5-10 SV
Regenerationspuffer und nachfolgendem Waschen mit Milli-Q®. Für eine komplette
Regeneration wurden die Nickel-Ionen mittels Stripping-Puffer eluiert und die Säule
nach mehrmaligem Spülen mit Regenerationspuffer erneut mit 1-2 mL 0,1 M NiSO4-
Lösung beladen. Nach Waschen mit Milli-Q® wurde die Säule auf 20 %-igem Ethanol
bei 4 °C gelagert.
Tabelle 4.60: Lösungen für die Affinitätschromatographie
Puffer Menge Substanz
Waschpuffer 1
50 mM NaH2PO4
300 mM NaCl
10 % (v/v) Glycerin
mit NaOH auf pH 8,0 einstellen
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Waschpuffer 2
50 mM NaH2PO4
5 % (v/v) Glycerin
mit NaOH auf pH 8,0 einstellen
Elutionspuffer
50 mM NaH2PO4
250 mM Imidazol
5 % (v/v) Glycerin
mit NaOH auf pH 8,0 einstellen
Regenerationspuffer
1 M NaOH
2 M NaCl
Stripping-Puffer
50 mM NaH2PO4
300 mM NaCl
500 mM EDTA
mit NaOH auf pH 8,0 einstellen
Hydrophobe Interaktionschromatographie
Um rekombinant produziertes ProA nach der Affinitätschromatographie weiter auf-
zureinigen, wurde eine hydrophobe Interaktionschromatographie durchgeführt. Dafür
wurde eine 1 mL HiTrap® Octyl FF-Säule verwendet, deren Trägermatrix hydrophobe
Octylgruppen als Liganden gebunden hat (Abb. 4.7).
Bevor mit der Aufreinigung begonnen werden konnte, wurden die Eluate der Affini-
tätschromatographie, die ProA enthielten, vereinigt und auf eine Ammoniumsulfat-
Konzentration von 1 M eingestellt. Die Säule wurde mit 10 SV Milli-Q® bei einer
Fließgeschwindigkeit von 1 mL/min gewaschen, um das für die Lagerung verwendete
Ethanol zu entfernen. Im Anschluss wurde die Säule mit 10 SV Äquilibrierungspuf-
fer gespült und die Proteinsuspension aufgetragen. Dabei kommt es zu hydrophoben
Wechselwirkungen zwischen den Proteinen und den Octylgruppen der Trägermatrix.
Je höher dabei der Anteil an hydrophoben Bereichen auf der Proteinoberfläche ist,
desto stärker ist die Bindung an die Säule. Der Durchfluss wurde in einem 50 mL
Schraubgefäß aufgefangen. Um nicht oder schwach gebundene Proteine zu entfernen,
wurde mit 10 SV Puffer A gewaschen. Die Waschfraktion wurde ebenfalls in einem
50 mL Schraubgefäß aufgefangen. Für die Elution wurde die Salzkonzentration in der
mobilen Phase verringert, um die Hydrathüllen der Proteine nach und nach wieder-
herzustellen. Dazu wurde ein Konzentrationsgradient über 20 SV angelegt, der bei
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Abbildung 4.7: Schema der Proteinauftrennung durch hydrophobe Interaktionschromatogra-
phie. Durch eine hohe Salzkonzentration (weiß) in der mobilen Phase werden die hydrophoben Bereiche
(orange) der Proteine freigelegt. Diese können dann mit den hydrophoben Gruppen der Säulenmatrix
(gelbe Kreise) interagieren. Je höher dabei die Hydrophobizität des Proteins ist, desto stärker ist auch
die Wechselwirkung mit der stationären Phase. Für die Elution wird die Salzkonzentration gesenkt, wo-
durch die hydrophoben Bereiche der Proteine wieder durch die Hydrathülle verdeckt werden. Proteine
mit niedrigerer Hydrophobizität (grün) eluieren dabei früher als Proteine mit höherer Hydrophobizität
(rot).
100 % Puffer A begann und bei 100 % Puffer B endete. Die Elution mit Puffer B er-
folgte zusätzlich über weitere 5 SV. Alle Elutions-Fraktionen wurden zu je 1 mL in
96-Deepwell-Platten gesammelt und mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert.
Im Anschluss wurde die Säule mit 10 SV Puffer A gewaschen und mit 5 SV Regenerie-
rungspuffer gereinigt. Nach dem Waschen mit Milli-Q® wurde die Säule auf 20 %igem
Ethanol bei 4 °C gelagert (Tab. 4.61).
Tabelle 4.61: Lösungen für die hydrophobe Interaktionschromatographie
Puffer Menge Substanz
Äquilibrierungspuffer
50 mM NaH2PO4
250 mM Imidazol
1 M Ammoniumsulfat
5 % (v/v) Glycerin
mit NaOH auf pH 8,0 einstellen
Puffer A
20 mM Tris-HCl
1 M Ammoniumsulfat
mit HCl auf pH 7,5 einstellen
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Puffer B
20 mM Tris-HCl
50 % (v/v) Ethylenglykol
mit HCl auf pH 7,5 einstellen
Regenerationspuffer
1 M NaOH
2 M NaCl
Gelfiltrationschromatographie
Für die weitere Aufreinigung von rekombinantem ProA wurde das Verfahren der Gel-
filtrationschromatographie angewandt (Abb. 4.8). Dafür wurde ein ÄKTA-System un-
ter Verwendung einer HiLoad® 16/600 Superdex 200 pg eingesetzt. Das Säulenmateri-
al besteht aus einem porösen Trägermaterial aus quervernetzter Agarose mit kovalent
gebundenem Dextran. Der optimale Trennbereich liegt bei einem Molekulargewicht
zwischen 10 und 600 kDa. Die für die Chromatographie eingesetzten Lösungen wur-
den vor Verwendung entgast und filtriert. Die ProA-haltigen Fraktionen aus der hydro-
phoben Interaktionschromatographie wurden mit Hilfe eines 20 mL 10.000 MWCO
Vivaspin-Konzentrators auf ein Volumen von 1 mL reduziert (vergl. Kap. 4.8.3). Vor
Verwendung der Säule wurde diese mit 1-2 SV Milli-Q® gewaschen und anschließend
mit Gelfiltrationspuffer äquilibriert. Die Auftrennung bei der Gelfiltration erfolgt nach
der Proteingröße. Dabei können kleinere Proteine besser in die Poren der Säulenmatrix
eindringen und eluieren dadurch später als größere Proteine. Die Auftrennung erfolgte
hier mit 1,5 SV Gelfiltrationspuffer. Die Proteinfraktionen wurden zu je 2 mL in 96-
Deepwell-Platten gesammelt und mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert. Die
Reinigung der Säule erfolgte mit 1 SV Regenerationspuffer. Im Anschluss wurde die
mit Milli-Q® gespült und auf 20 %-igem Ethanol bei 4 °C gelagert (Tab. 4.62).
Tabelle 4.62: Lösungen für die Gelfiltrationschromatographie
Puffer Menge Substanz
Gelfiltrationspuffer
20 mM Tris-HCl
10 mM EDTA
10 % (v/v) Glycerin
mit HCl auf pH 7,5 einstellen
Regenerationspuffer
1 M NaOH
2 M NaCl
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Abbildung 4.8: Schema der Auftrennung mittels Gelfiltrationschromatographie. Durch das poröse
Trägermaterial entstehen Poren unterschiedlicher Größen. Kleinere Proteine können besser in diese
Poren eindringen als größere und werden dadurch später eluiert. Es erfolgt somit eine Auftrennung über
die Größe der Proteine.
4.8.11 Kristallisation von ProA
Erste Kristallisationsversuche wurden ebenfalls am Helmholtz-Zentrum für Infekti-
onsforschung in Kooperation mit Dr. Konrad Büssow aus der Abteilung für Rekom-
binante Proteinexpression (RPEX) durchgeführt. Zunächst wurden dafür die ProA-
enthaltenden Fraktionen nach der Gelfiltrationschromatographie mittels eines 4 mL
Vivaspin-Konzentrators (10.000 MWCO) aufkonzentriert. Die konzentrierte Protein-
suspension wurde für 20 min bei 109.000 x g und 4 °C zentrifugiert, um Verunreini-
gungen und ausgefallenes Protein zu entfernen. Für die Kristallisation wurde die soge-
nannte Sitting-Drop-Methode angewandt (Abb. 4.9). Dabei wird ein Tropfen mit der
hoch konzentrierten Proteinlösung in ein Reservoir seitlich des Gefäßes mit dem Fäl-
lungsmittel gegeben. Als Fällungsmittel dienen unterschiedliche Pufferlösungen mit
hohen Konzentrationen an z.B. Salzen, Alkoholen oder Polyethylenglykol. Durch die
langsame Diffusion des Wassers über die Gasphase aus der Proteinlösung entlang des
Konzentrationsgefälles in Richtung Fällungsmittel kommt es zu einer Übersättigung
der Proteinsuspension und es können sich Kristallkeime bilden. Für die Kristallisation
wurden ProA-Konzentrationen von 4,9 mg/mL, 9,4 mg/mL und 21,2 mg/mL einge-
setzt. Als Fällungsmittel wurden verschiedene Kristallisationsscreening-Sets mit je-
weils 96 unterschiedlichen Bedingungen verwendet (Index, MIDAS, Morpheus, Com-
PAS, Cryos, JCSG+, JCSG Core I, JCSG Core II, JCSG Core III, JCSG Core IV,
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PACT). Die Beladung der Reservoirs erfolgte mit einem Pipettierroboter, wobei in die
Gefäße der 96-well-Kristallisationsplatte je 70 µL des entsprechenden Fällungsmittels
gegeben wurden und in den Reservoiren je 0,2 µL der Proteinlösung mit 0,2 µL des
Fällungsmittels gemischt wurden. Die Kristallisationsansätze wurden mit luftdurchläs-
siger Folie abgedeckt und bei 20 °C in einem automatisierten Klimaschrank inkubiert.
Die Platten wurden nach 0 h, 12 h, 24 h, 3 d, 5 d, 8 d und danach alle zwei Wochen
gescannt und auf Kristallbildung untersucht.
Abbildung 4.9: Schematische Darstellung der Sitting-Drop-Kristallisation. Bei dieser Methode der
Proteinkristallisation befindet sich das Fällungsmittel in dem größeren, unteren Reservoir. Die hoch
konzentrierte Proteinlösung befindet sich in dem kleineren, oberen Reservoir. Über die Gasphase diffun-
diert Wasser aus der Proteinlösung entlang des Konzentrationsgefälles in Richtung des Fällungsmittels.
Dadurch steigen allmählich die Konzentrationen von Protein und Präzipitant. Durch die Übersättigung
können sich Kristallkeime bilden.
4.8.12 Isolierung des Sekretoms mittels TCA-Fällung
Um das Sekretom von L. pneumophila genauer zu analysieren, wurden 50 mL Kultu-
ren von L. pneumophila Corby WT und L. pneumophila Corby ∆proA in YEB oder
CDM, bei Bedarf mit verschiedenen Zusätzen (1 µg/mL Casein, Proteinextrakte aus
humanem Lungengewebe, bzw. THP-1-Zellen) oder in CDM ohne Calcium, angesetzt
und bei Standardbedingungen über Nacht bis zum Erreichen der stationären Phase kul-
tiviert. In YEB lag die OD600 dabei bei 3,0 - 3,4, in CDM bei 1,8 - 2,2. Die Kulturen
wurden für 15 min bei 5.000 x g und 4 °C zentrifugiert und der Überstand mittels
0,2 µm-Filter sterilfiltriert. 45 mL des sterilen Kulturüberstands wurden mit 5 mL
100 %-iger Trichloressigsäure (TCA) versetzt und die Proteine über Nacht bei 4 °C
gefällt. Am nächsten Tag wurde die Proteinsuspension für 2 h bei 8.000 x g und 4 °C
103
4 Material und Methoden
zentrifugiert und das Pellet in 10 mL eiskaltem EtOH (abs.) resuspendiert. Anschlie-
ßend wurden die gefällten Proteine für 20 min bei 8.000 x g und 4 °C zentrifugiert und
in 2 mL EtOH abs. resuspendiert. Die Proteinlösung wurde in ein 2 mL Reaktionsge-
fäß überführt für 8 min bei 12.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Dieser Waschvorgang
wurde fünfmal wiederholt. Nach der letzten Zentrifugation wurde das Proteinpellet
in 2 mL 70 %-igem Ethanol resuspendiert und erneut zentrifugiert. Der Überstand
wurde verworfen und das Pellet über Nacht bei 4 °C mit geöffnetem Deckel getrock-
net. Das Proteinpellet wurde in Rehydratisierungspuffer A aufgenommen und nach
dem Lösen bei -20 °C eingefroren (Tab. 4.63). Die Proteinkonzentration wurde mittels
Roti®-Nanoquant vermessen und die Proteine des Sekretoms mittels SDS-PAGE und
Western Blot, 2D-Gelelektrophorese oder Massenspektrometrie analysiert.
Tabelle 4.63: Zusammensetzung Rehydratisierungspuffer A
Menge Substanz
7 M Harnstoff p.a.
2 M Thioharnstoff p.a.
4 % (w/v) CHAPS
50 mM DTT
in Milli-Q® lösen, bei -20 °C lagern
4.8.13 2D-Gelelektrophorese
Um die Sekretome von L. pneumophila Corby WT und L. pneumophila Corby ∆proA
genauer zu untersuchen und miteinander zu vergleichen, wurde eine 2D-Gelelektro-
phorese durchgeführt. Dazu sollten die mittels TCA-Fällung (siehe Kapitel 4.8.12)
aus dem Sekretom isolierten Proteine möglichst in CHAPS-freiem Rehydratisierungs-
puffer A gelöst werden, um scharfe Spots auf dem Gel zu erhalten. Bei der 2D-
Gelelektrophorese werden die Proteine im ersten Schritt mittels isoelektrischer Fo-
kussierung (IEF) nach ihrem pI-Wert aufgetrennt (erste Dimension). In der zweiten
Dimension erfolgt die Auftrennung nach dem Molekulargewicht. Von den Sekretom-
proben wurden für die Durchführung jeweils 200 µg Protein eingesetzt. Der Nachweis
der Protein-Spots auf den Gelen erfolgte mittels Silberfärbung. Der 1:1 2D-Vergleich
wurde von der Firma Proteome Factory AG aus Berlin durchgeführt.
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4.8.14 Identifikation von Proteinen via Massenspektrometrie
Für die Identifikation der Proteine und den Vergleich der Sekretomproben von L. pneu-
mophila Corby WT und L. pneumophila Corby ∆proA wurden Kulturen in 50 mL
YEB-Medium angesetzt und bis zu einer OD600 von 3,0 wachsen gelassen. Am nächs-
ten Tag wurde eine TCA-Fällung der Kulturüberstände (vergl. Kapitel 4.8.12) durch-
geführt und die Proteine in jeweils 200 µL 8 M Harnstoff und 2 M Thioharnstoff re-
suspendiert. Für eine statistische Aussage der Ergebnisse wurden die Proben in drei
unabhängigen Ansätzen präpariert. Die Durchführung der massenspektrometrischen
Analysen fand in Kooperation mit der Arbeitsgruppe „Mikrobielle Proteomik“ von
Prof. Dr. Susanne Engelmann statt. Zunächst wurde die Proteinkonzentration der Se-
kretomproben mit Roti®-Nanoquant vermessen und eine SDS-PAGE durchgeführt.
Dafür wurden 20 µg Protein der L. pneumophila Corby WT-Probe aufgetragen. Von
der L. pneumophila Corby ∆proA-Probe wurde ein zu der Wildtyp-Probe äquivalentes
Volumen eingesetzt, um die Unterschiede im Sekretom bei gleicher Wachstumsphase
analysieren zu können. Die SDS-Gelelektrophorese wurde bei 15 mA pro Gel für ca.
1,5 h durchgeführt, bis die Bromphenolblau-Front den Rand des Gels erreicht hatte.
Die Färbung der Proteinbanden wurde mit Coomassie Silver-Blue durchgeführt und
die Gele eingescannt. Mit der Software AIDA Image Analyzer von Raytest wurden
die Sekretomspuren in acht Stücke unterteilt, die die gleiche Menge an Protein ent-
halten sollten. Mit Hilfe des verwendeten Protein-Standards, dessen zweite Marker-
bande genau 0,5 µg BSA enthielt, wurden die Proteinmengen der einzelnen Teilstücke
berechnet. Auf einer Glasplatte und mit Hilfe eines Skalpells wurden die Gelstücke
ausgeschnitten und diese anschließend nochmal in ca. 1 x 1 mm große Stücke unter-
teilt. Die kleinen Gelstücke wurden nach den zuvor ausgewählten Teilstücken je in ein
1,5 mL Reaktionsgefäß überführt und 200 µL Milli-Q® hinzugegeben. Bis zur weiteren
Verarbeitung konnten die Gelstücke bei -20 °C gelagert werden.
Tryptischer In-Gel-Verdau der Proteine
Nach dem Auftauen der Gelstücke wurde das Milli-Q® vorsichtig mit einer Mikroliter-
Pipette abgezogen und durch 100 µL Entfärbelösung ersetzt und für einige Stunden
oder über Nacht bei 4 °C inkubiert. Dazwischen sollte die sich blau färbende Lö-
sung immer wieder erneuert und die Reaktionsgefäße vorsichtig geschüttelt werden.
Am nächsten Tag sollten alle Gelstücke entfärbt sein. Im nächsten Schritt wurden die
Gelstücke kurz in Acetonitril (ACN) gewaschen und anschließend darin inkubiert, bis
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die Stücke weiß geworden waren. Durch diesen Vorgang wurden die Gelstücke ent-
wässert. Im Anschluss wurde das ACN vorsichtig abgezogen, durch 2 x (NH4)HCO3
ersetzt und die Gelstücke für 5 min inkubiert und rehydratisiert. Danach folgte wieder
ein einminütiger Entwässerungsschritt in ACN. Dieser Vorgang wurde noch einmal
wiederholt und die Proben im Anschluss so lange in ACN inkubiert, bis sie sich weiß
gefärbt hatten. Um die Disulfidbrücken innerhalb der Proteine zu reduzieren, erfolgte
nun ein Inkubationsschritt in 120 µL frisch angesetzter DTT-Lösung in einem Wasser-
bad bei 60°C für 30 min. Im nächsten Schritt wurden die Proben zweimal für 1 min in
ACN inkubiert. Dabei sollte eine Inkubationszeit von 3 min nicht überschritten wer-
den, damit sich die Disulfidbrücken der Proteine nicht wieder ausbilden können. Nun
wurden die Gelstücke für 1 h in 120 µL IAA-Lösung bei RT im Dunkeln inkubiert.
Dabei wurden die Cysteine der Proteine alkyliert und die Disulfidbrücken bleiben ir-
reversibel gespalten. Im Anschluss erfolgte ein kurzer Waschschritt in ACN. Danach
wurden die Proben für 5 min in 2 x (NH4)HCO3 inkubiert, gefolgt von einer einmi-
nütigen Inkubation in ACN. Dieser Vorgang wurde noch einmal wiederholt und die
Gelstücke im letzten Schritt wiederholt für 1 min in ACN inkubiert. Anschließend
wurden die Proben bei RT für 45 min bis zu 2 h unter einem Abzug bei geöffnetem
Deckel getrocknet. Nun wurden 150 µL Trypsin-Lösung in einem Mengenverhältnis
von 1:10 (Trypsin : Probe, (w/w)) zu den Gelstücken gegeben. Dabei wurden zunächst
120 µL der Trypsin-Lösung zu den Proben hinzugegeben und die Gelstücke für 30 min
bei 4 °C aufquellen gelassen. Wenn nötig, wurden die restlichen 30 µL der Lösung ad-
diert, um alle Gelstücke zu bedecken. Im Anschluss wurden die Proben bei 37 °C über
Nacht verdaut. Am nächsten Tag wurde der Überstand vorsichtig abgenommen und
dieser, sowie alle Überstände der folgenden Schritte, in seperaten 2 mL Reaktionsge-
fäßen gesammelt. Zunächst wurden 120 µL ACN zu den Proben hinzugegeben und für
5 min inkubiert. Dieser Schritt wurde noch einmal wiederholt. Anschließend wurden
die Gelstücke zunächst in 150 µL 1 %-iger Ameisensäure und, nach einem wieder-
holten ACN-Schritt, in 150 µL 10 %-iger Ameisensäure jeweils für 10 min inkubiert.
Dadurch wurden die Peptide aus den Gelstücken extrahiert. Zum Schluss erfolgten
zwei weitere Inkubationsschritte mit ACN. Die gesammelten Überstände wurde in ei-
ner Speedvac bei 30 °C rotiert, bis sie komplett getrocknet waren. In Tabelle 4.64 sind
die für den In-Gel-Verdau verwendeten Lösungen aufgeführt.
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Tabelle 4.64: Lösungen für den In-Gel-Verdau
Lösung Menge Substanz
Entfärbelösung
50 % (v/v) Methanol p.a.
50 % (w/v) 1 x (NH4)HCO3
1 x (NH4)HCO3 25 mM (NH4)HCO3, pH 7,8
2 x (NH4)HCO3 50 mM (NH4)HCO3, pH 7,8
DTT-Lösung
10 mM Dithiothreitol
in 2 x (NH4)HCO3 lösen
IAA-Lösung
50 mM Iodacetamid
in 2 x (NH4)HCO3 lösen
Trypsin-Lösung
50 mM Tris-HCl, pH 7,6
1 mM CaCl2 x 2 H2O
Trypsin im Verhältnis 1:10 (w/w)
entsprechend der Proteinmenge
hinzufügen
Entsalzen und Aufkonzentrieren via Zip Tips
Nach dem Trocknen der Proben wurden diese zunächst in 20 µL Waschlösung re-
suspendiert und für 60 min bei RT inkubiert. Anschließend wurden die Peptidproben
durch vortexen gemischt und für einige Sekunden zentrifugiert, um die Flüssigkeit
am Boden des Reaktionsgefäßes zu konzentrieren. Die Zip Tips (µ-C18) wurden drei-
mal mit je 10 µL Äquilibrierungslösung befeuchtet, wobei keine Luft in die Spitzen
eingezogen werden durfte. Anschließend wurden die Zip Tips zweimal mit Waschlö-
sung gewaschen und der Durchfluss verworfen. Nun wurden 10 µL der Probe durch
mehrmaliges Pipettieren aufgenommen, wobei die Peptide an die Matrix der Zip Tips
binden. Die Peptide wurden im Anschluss dreimal mit Waschlösung gewaschen und
dabei der Durchfluss verworfen. Durch mehrmaliges Pipettieren von 10 µL Elutions-
puffer in ein steriles 1,5 mL Reaktionsgefäß wurden die Peptide wieder eluiert. Dieser
Vorgang wurde zweimal wiederholt. Anschließend wurden die Peptidproben in einer
Speevac rotiert, bis sie komplett trocken waren. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C. In
Tabelle 4.65 sind die verwendeten Lösungen aufgeführt.
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Tabelle 4.65: Lösungen für die Zip Tip-Entsalzung
Lösung Menge Substanz
Äquilibrierungslösung 50 % (v/v) Acetonitril
Waschlösung
5 % (v/v) Acetonitril
0,1 % (v/v) Ameisensäure
Elutionspuffer
60 % (v/v) Acetonitril
0,1 % (v/v) Ameisensäure
Präparation für die Analyse via Orbitrap
In Vorbereitung zur Analyse der Peptide mittels Orbitrap wurden die Proben zunächst
in je 16 µL Puffer A für 60 min bei RT inkubiert und dadurch gelöst (Tab. 4.66). Im
Anschluss wurden die Proben für 5 min in einem Ultraschallbad bei 37 kHz sonifi-
ziert. Dabei sollte die Temperatur 30 °C nicht übersteigen. Nach einem kurzen Zentri-
fugationsschritt wurden die gelösten Peptide in Röhrchen für die Ultrazentrifugation
überführt und 20 min bei 50.000 rpm und RT zentrifugiert. Die Überstände wurden in
Glassgefäße überführt und von Dr. Martin Kucklick aus der Arbeitsgruppe "Mikrobi-
elle Proteomikäm Helmholtz-Zentrum für Infektionsforschung via Orbitrap analysiert
und ausgewertet.
Tabelle 4.66: Zusammensetzung Puffer A
Menge Substanz
0,1 % (v/v) Ameisensäure
3 % (v/v) Acetonitril
4.8.15 Messung der CXCL8-Konzentration mittels ELISA
Für die Messung von Konzentrationen des Chemokins CXCL8 in Kulturüberständen
von HLTE-Infektionen (siehe Kapitel 4.6.3) wurde das ELISA-Kit "DuoSet®"der Fir-
ma R & D Systems für humanes CXCL8/IL-8 verwendet. Die Durchführung erfolgte
gemäß der Herstellerangaben. Die Messung der optischen Dichte erfolgte in einem
Plattenlesegerät bei 450 nm und 540 nm. Für eine Wellenlängen-Korrektur wurde die
OD540 von der OD450 abgezogen.
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5.1 Optimierung von Produktion und Reinigung
der Zink-Metalloprotease ProA
Die Kristallstruktur der L. pneumophila-Protease ProA ist bisher noch nicht entschlüs-
selt. In Hinblick auf die Kristallisation des potentiellen Virulenzfaktors wurden ver-
schiedene Produktionsbedingungen und Reinigungsverfahren getestet. In den folgen-
den Unterkapiteln sollen nur die Ergebnisse der geeignetesten Verfahren detailliert
dargestellt werden. Weitere getestete Systeme und Bedingungen sind in Tabelle 5.1
aufgelistet.
Tabelle 5.1: Weitere getestete Expressionssysteme
Plasmid/ Tag Stamm Induktion Prod. Anmerkung
Rosetta-gami 2
IPTG + ProA unlöslich
pET52b(+), α-Lactose + im Cytoplasma
Strep-Tag
BL21
IPTG +
α-Lactose +
Rosetta-gami 2
IPTG -
pET19b(+), α-Lactose -
His-Tag
BL21
IPTG -
α-Lactose -
Rosetta-gami 2
IPTG -
pET19b(+) α-Lactose -
-sidC-His
BL21
IPTG -
α-Lactose -
Rosetta-gami 2
IPTG + Keine Trennung
pMAL, α-Lactose + von ProA und
MBP-His
BL21
IPTG + MBP-His
α-Lactose + möglich
L. pneumophila + Aufreinigung
Corby proA- + über Strep-
Strep + Tactin-Säule
+ nicht möglich
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5.1.1 Isolierung von nativem ProA aus L. pneumophila
Für die Isolierung von nativem ProA aus L. pneumophila wurden die Proteine des Kul-
turüberstandes einer 1 L-Kultur mit 60 % (w/v) Ammoniumsulfat über Nacht gefällt.
Nach einem Zentrifugationsschritt wurden die Proteine in 50 mM Tris-HCl, pH 7,5
resuspendiert und dialysiert. Die Auftrennung erfolgte mittels Anionenaustauschchro-
matographie (AEC), wobei die Proteine anhand ihrer Ladung separiert wurden. Dafür
wurde eine Tropfsäule mit DEAE-Säulenmaterial verwendet. Die Elution erfolgte mit
1 M NaCl in Waschpuffer (siehe Tabelle 4.59) in insgesamt 32 Fraktionen von jeweils
2 mL. In Abbildung 5.1 sind die Coomassie Silver Blue-gefärbten SDS-Gele und die
Western Blot-Analysen der Aufreinigung dargestellt.
Im Durchfluss (2) und den Waschfraktionen (3-7) waren auf dem SDS-Gel keine Pro-
teinbanden zu sehen, was vermuten lässt, dass alle in der Proteinprobe befindlichen
Proteine an die DEAE-Säule gebunden hatten. Auch in den ersten drei Elutionsfrak-
tionen ließen sich noch keine Proteine feststellen, was auf das größere Säulenvolu-
men zurückzuführen ist. Ab Fraktion 11 konnten Proteine auf dem SDS-Gel detektiert
werden. Dabei war zunächst eine größe Ähnlichkeit des Bandenmusters zu dem der
Proteinprobe (1) zu erkennen. Daraus lässt sich schließen, dass ein Großteil der in
der Probe befindlichen Proteine bereits früh von der Säule eluiert wurde. Ab Fraktion
19 der Elution konnte auf dem SDS-Gel nur noch eine einzelne Bande knapp un-
ter Höhe der 40 kDa-Markerbande nachgewiesen werden. Anhand des Western Blots
und Detektion mit dem spezifischen anti-ProA-Antikörper (PHK101-D5) wurde die
Proteinbande als ProA identifiziert. Das Protein konnte bis Fraktion 40 in den Eluti-
onsfraktionen nachgewiesen werden. Die Fraktionen, die das reine Protein enthielten,
wurden vereinigt und mittels Amicon® Ultra-15 Zentrifugen-Filtereinheit (siehe Ka-
pitel 4.8.3) auf ein Volumen von 1 mL aufkonzentriert. Die Proteinkonzentration wur-
de via Bradford-Assay mit Roti®-Nanoquant (siehe Kapitel 4.8.1) bestimmt. Aus 1 L
Kulturüberstand von L. pneumophila konnten letztendlich ca. 1 mg reines ProA ge-
wonnen werden. Eine Optimierung des Reinigungsverfahrens durch Klonierung eines
Streptavidin-Tags downstream des proA-Gens erwies sich als nicht erfolgreich. Die
Produktion von ProA-Strep ergab zwar keinen Unterschied zu ProA in L. pneumophi-
la Corby WT, jedoch war die Aufreinigung mit einer Strep-Tactin Säule (Iba) nicht
möglich (vergleiche Tabelle 5.1, Daten nicht gezeigt).
Die Proteaseaktivität des isolierten ProA wurde mittels Azocasein-Assay bestimmt
(siehe Kapitel 4.8.2). Dazu wurde die Zink-Metalloprotease mit Azocasein inkubiert,
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Abbildung 5.1: SDS-Gelanalyse der Reinigung von nativem ProA. Nach der Anionenaustauschchro-
matographie wurden die einzelnen Fraktionen mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die Gele mit Coomas-
sie Silver-Blue gefärbt (A) oder mittels Western Blot-Verfahren auf eine PVDF-Membran transferiert
(B). Der Nachweis von nativem ProA erfolgte mit einem spezifischen anti-ProA Antikörper (PHK101-
D5) und einem mit alkalischer Phosphatase gekoppelten Sekundärantikörper. Aufgetragen wurden je
20 µl der Proteinprobe (1), des Durchflusses (2), der Waschfraktionen (3-7) und der Elutionsfraktionen
(8-40). Als Marker wurde der PageRuler™ Prestained Protein Ladder von ThermoScientific verwendet.
die Proteine mit TCA gefällt und der abgespaltene Azofarbstoff im Überstand bei
OD420 vermessen. Für die Analyse wurden unterschiedliche ProA-Konzentration zwi-
schen 1,5 ng/mL und 48 µg/mL eingesetzt. Die Mittelwerte eines exemplarischen Ex-
periments in Sechsfachbestimmung sind in Abbildung 5.2 dargestellt.
Ab einer Proteinkonzentration von 375 ng/mL ließ sich eine mit dieser Methode mess-
bare Proteaseaktivität nachweisen. Die OD420 stieg dabei proportional mit der ein-
gesetzten ProA-Konzentration an. Somit konnte die Aktivität der isolierten, nativen
Zink-Metalloprotease bestätigt und Erkenntnisse über die einzusetzende Proteinkon-
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Abbildung 5.2: Bestimmung der konzentrationsabhängigen Proteaseaktivität von nativem ProA.
Natives ProA wurde mittels Anionenaustauschchromatographie aus dem Überstand einer L. pneu-
mophila Corby-Kultur isoliert. Die Proteinkonzentration des isolierten ProA wurde mit Hilfe des
Bradford-Assays mit Roti®-Nanoquant bestimmt. Für die Bestimmung der Proteaseaktivität wurden
ProA-Konzentrationen zwischen 1,5 ng/mL und 48 µg/mL eingesetzt. Die Aktivität der Protease wurde
über die Abspaltung eines Azofarbstoffes von Casein und Bestimmung der optischen Dichte bei 420 nm
ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte eines exemplarischen Experiments in Sechsfachbestimmung.
zentration in weiterführenden Untersuchungen gewonnen werden.
5.1.2 Produktion und Reinigung von rekombinantem ProA
Um ProA gezielter und in größeren Mengen zu produzieren und aufzuarbeiten, wurde
die Protease rekombinant in E. coli produziert. Dafür wurden verschiedene Expressi-
onssysteme und Produktionsbedingungen getestet, von denen sich jedoch ein Großteil
als ungeeignet erwies (siehe Tabelle 5.1). Vielversprechend war die Produktion mit
dem Expressionsplasmid pET22b(+) in E. coli BL21. Dazu wurde das proA-Gen mit
den Primern proA_fw und proA_rev amplifiziert, mit den Restriktionsenzymen NdeI
und XhoI geschnitten und in den Vektor pET22b(+) kloniert. Der Vektor enthielt einen
C-terminalen, nicht abspaltbaren Hexahistidin-Tag. Nach der Ligation wurde das Kon-
strukt zunächst in E. coli DH10ß eingebracht und nach Reisolation in den Produktions-
stamm E. coli BL21 (DE3). Nachfolgend werden die Ergebnisse der unterschiedlichen,
verwendeten Reinigungsverfahren erläutert.
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5.1.3 Affinitätschromatographie mit Protino® Ni-TED
Tropfsäulen
Ein mittels Kolonie-PCR als positiv identifizierter Klon von BL21-pET22b(+)-proA
wurde kultiviert, die Expression induziert und die Zellen geerntet. Der Kulturüber-
stand wurde sterilfiltriert und direkt für Affintätschromatographie mit einer Protino®
Ni-TED Tropfsäule eingesetzt. Aus dem Bakterienpellet wurde die periplasmatische
Fraktion (PPF) isoliert und diese ebenfalls affinitätschromatographisch analysiert. Die
Elution erfolgte mit 250 mM Imidazol. Die Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE und
Western Blot untersucht (Abb. 5.3).
Abbildung 5.3: Reinigung von rekombinantem ProA mittels Protino® Ni-TED-Säule. Nach In-
duktion mit α-Lactose und Produktion über Nacht bei 30 °C wurde die E. coli BL21-pET22b(+)-
proA-Kultur geerntet. Der sterilfiltrierte Kulturüberstand und die PPF wurden mittels Affinitätschro-
matographie über eine Protino® Ni-TED-Säule aufgereinigt. (A) Coomassie Silver-Blue gefärbte SDS-
Gele nach der Affinitätschromatographie. Links: Aufreinigung des Kulturüberstandes, Durchfluss (1),
Waschfraktionen (2-5), Elutionsfraktionen (6-11). Rechts: Aufreinigung der PPF, Durchfluss (11),
Waschfraktionen (12-15), Elutionsfraktionen (16-21). Von jeder Fraktion wurden 20 µL aufgetragen.
Als Marker wurde der PageRuler™ Prestained Protein Ladder von ThermoScientific verwendet. Es
wurden 5 µL des Markers aufgetragen. (B) Ausschnitt der Western Blot-Analyse von Fraktion 17. Der
Nachweis von rekombinantem ProA erfolgte mit einem spezifischen anti-ProA Antikörper (PHK101-
D5) und einem mit alkalischer Phosphatase gekoppelten Sekundärantikörper.
Auf dem SDS-Gel der Aufreinigung des Kulturübestandes war im Durchfluss (1) be-
reits eine dominante Proteinbande knapp unterhalb der 40 kDa-Markerbande erkenn-
bar. Die Analyse mit einem spezifischen anti-ProA-Antikörper bestätigte diese Bande
als ProA. Auch in der ersten Waschfraktion (2) war diese Bande deutlich zu erkennen,
was darauf hindeutet, dass ein Teil des rekombinanten ProA nicht an der Ni-TED-
Säule gebunden hatte. In den Elutionsfraktionen 6-8 konnte ProA ebenfalls nachgewie-
sen werden. Zusätzlich waren hier jedoch noch weitere Proteinbanden bei ca. 20 kDa
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und ca. 70 kDa zu sehen. Aus dem Kulturüberstand konnte mit dieser Methode so-
mit kein reines ProA isoliert werden. Das SDS-Gel nach der Aufreinigung der PPF
zeigte im Durchfluss (11) sowie in den Waschfraktionen (12-15) ebenfalls eine domi-
nante Proteinbande bei knapp 40 kDa. Auch diese wurden mittels Western Blot als
ProA identifiziert. Jedoch konnte die rekombinant produzierte Protease auch in allen
Elutionsfraktionen (16-21) nachgewiesen werden. Die am stärksten ausgeprägte Prote-
inbande war dabei in Fraktion 17 zu beobachten. Jedoch zeigte das SDS-Gel unterhalb
der ProA-Bande zwei weitere Proteinbanden in Höhe der 35 kDa-Markerbande. Der
Nachweis mittels Western Blot konnte diese ebenfalls als ProA identifizieren, da der
primäre Antikörper spezifisch für die Zink-Metalloprotease ist. Vermutlich handelt es
sich um Abbauprodukte des Proteins. Somit konnte mit dieser Methode reines, re-
kombinantes ProA isoliert werden. Die Ausbeute lag bei ca. 800 µg reinem ProA aus
500 mL Kultur.
5.1.4 Affinitätschromatographie mit FPLC
Rekombinantes ProA konnte, wie in Kapitel 5.1.3 beschrieben, bereits mit Ni-TED-
Säulen erfolgreich gereinigt werden. Da für die Kristallisation jedoch größere Men-
gen an reinem Protein benötigt werden, sollte die Aufreinigung auf einen größeren
Maßstab angepasst werden. Die Optimierung der rekombinanten ProA-Produktion und
Aufreinigung erfolgte im Rahmen einer Masterarbeit von Lina Scheithauer (2016) und
in Kooperation mit Dr. Konrad Büssow aus der Abteilung für rekombinante Protein-
expression (RPEX) vom Helmholtz-Zentrum für Infektionsforschung (HZI). Für die
Produktion von rekombinantem ProA wurden 2 L einer E. coli BL21-pET22b(+)-
proA-Kultur kultiviert, die Expression induziert und die Zellen geerntet. Anschließend
wurde die PPF isoliert und die erhaltene Proteinsuspension für die Affinitätschroma-
tographie mittels FPLC eingesetzt. Mit einer 1 mL HisTrap™ HP-Säule wurde das
rekombinante ProA über den Hexahistidin-Tag isoliert (Abb. 5.4).
Auf dem InstantBlue™-gefärbten SDS-Gel waren im Durchfluss (1) und in der Wasch-
fraktion (2) sehr viele Proteinbanden nachzuweisen, jedoch konnte keine dominante
Bande bei 38 kDa detektiert werden. Die spezifische Untersuchung auf ProA mittels
Western Blot ergab, dass auch geringe Mengen ProA in beiden Fraktionen enthalten
waren. In den Fraktionen 3-12 ist die Elution mit 20 mM Imidazol dargestellt. Dabei
war in den Fraktionen 4-9, neben einer Vielzahl an Proteinbanden unterschiedlichen
Molekulargewichts, eine dominante Bande knapp unterhalb der 25 kDa-Markerbande
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Abbildung 5.4: Reinigung von rekombinantem ProA über Affinitätschromatographie mittels
FPLC. Nach Induktion mit α-Lactose und Produktion über Nacht bei 30 °C wurde die E. coli BL21-
pET22b(+)-proA-Kultur geerntet. Die PPF wurde isoliert und über Affinitätschromatographie mittels
FPLC aufgereinigt. Dafür wurde eine HisTrap™ HP-Säule verwendet. Von den Fraktionen wurden je-
weils 15 µL für die SDS-PAGE verwendet. Die Proteine wurden auf dem SDS-Gel mit Instant-Blue
gefärbt (A) oder via Western Blot auf PVDF-Membranen transferiert (B). Der Nachweis von ProA er-
folgte mit einem spezifischen anti-ProA Antikörper (PHK101-D5) und einem mit alkalischer Phospha-
tase gekoppelten Sekundärantikörper. Durchfluss (1), Waschfraktion (2), Elution mit 20 mM Imidazol
(3-12), Elution mit 250 mM Imidazol (13-27). Als Marker wurden für das SDS-Gel 5 µL des Precision
Plus Protein Unstained Standards (Biorad) und für den Western Blot 5 µL des Page-Ruler Prestained
Protein Ladder (Thermo Scientific). Die Fraktionen, die das 38 kDa-ProA enthalten, sind in rot mar-
kiert. Die Aufreinigung von rekombinantem ProA war erfolgreich, jedoch befanden sich auch viele
Degradationsprodukte von ProA selbst in den markierten Fraktionen.
erkennbar. Die Analyse im Western Blot ergab jedoch, dass es sich hierbei nicht um
Degradationsprodukte von ProA handelte. Die Protease konnte ebenfalls in diesen
Fraktionen nachgewiesen werden. In den Fraktionen 14-17, nach Elution mit 250 mM
Imidazol, konnte die größte Menge an ProA detektiert werden. Neben der 38 kDa-
Bande waren auf dem SDS-Gel jedoch auch weitere Proteinbanden geringeren Mo-
lekulargewichts zu sehen. Der Nachweis mittels spezifischem anti-ProA Antikörper
zeigte, dass es sich um Degradationsprodukte von ProA selbst handelte und nicht um
Verunreinigungen durch andere Proteine.
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5.1.5 Hydrophobe Interaktionschromatographie
In der Affinitätschromatographie konnte zwar reines, rekombinantes ProA isoliert wer-
den, jedoch enthielten die Fraktionen auch eine Vielzahl an Degradationsprodukten
der Protease. Im Zuge verschiedener Analysen im Anschluss an die IMAC wurde ur-
sprünglich eine Gelfiltration mit den erhaltenen ProA-Fraktionen durchgeführt (Daten
nicht gezeigt). Dabei wurde eine auffällige Anreicherung eines weiteren, ca. 24 kDa
großen Peptids beobachtet. Nach massenspektrometrischer Untersuchung stellte sich
dieses als das ProA-Propeptid heraus. Dieses wurde zwar im Zuge der Autoaktivierung
von der Protease abgespalten, jedoch ließ es sich, trotz des geringeren Molekularge-
wichts, nicht mehr über Gelfiltration abtrennen. Als eine alternative Methode wurde
daher eine hydrophobe Interaktionschromatographie durchgeführt, wobei die Protei-
ne nach ihrer Hydrophobizität aufgetrennt wurden. Dazu wurden die ProA-haltigen
Fraktionen nach der Affinitätschromatographie vereinigt und auf eine Ammoniumsul-
fatkonzentration von 1 M eingestellt. Die Aufreinigung erfolgte mittels einer 1 mL
HiTrap® Octyl FF-Säule. Für die Elution wurde die Salzkonzentration anschließend
graduell verringert. Die einzelnen Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE und Western
Blot analysiert (Abb. 5.5).
Sowohl auf dem InstantBlue™ gefärbten SDS-Gel als auch im Western Blot waren
im Durchfluss (1) keine Proteinbanden zu erkennen, was darauf hindeutet, dass alle
Proteine an die Säule gebunden hatten. Auch nach Waschen mit einem Hochsalzpuf-
fer konnten keine Proteinbanden detektiert werden. Jedoch war die parallel gemessene
Absorption der Waschfraktion bei 280 nm leicht erhöht (Daten nicht gezeigt), was
zeigt, dass einige wenige ungebundene Proteine an dieser Stelle von der Säule ent-
fernt wurden. In den Elutionsfraktionen (3-27) konnte ab Fraktion 7 eine dominante
Proteinbande bei 38 kDa detektiert werden, die mittels Western Blot als ProA identi-
fiziert werden konnte. ProA war bis Fraktion 26 nachweisbar, wobei die am stärksten
ausgeprägten Proteinbanden auf dem SDS-Gel in den Fraktionen 14-20 zu sehen wa-
ren. Weiterhin konnten auch hier Degradationsfragmente in allen Fraktionen von ProA
nachgewiesen werden (Abb. 5.5 A). In den Fraktionen 22-26 waren auf dem SDS-
Gel außerdem zwei zusätzliche Proteinbanden zu erkennen, die sich im Western Blot
jedoch nicht mit dem ProA-spezifischen Antikörper nachweisen ließen (Abb. 5.5 B).
Möglicherweise handelte es sich hierbei um Verunreinigungen durch andere Proteine.
Für die weitere Aufreinigung mittels Gelfiltration wurden daher nur die Fraktionen
7-21 eingesetzt.
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Abbildung 5.5: Reinigung von rekombinantem ProA mittels hydrophober Interaktionschoma-
tographie. Nach Aufreinigung von rekombinantem ProA über Affinitätschromatographie wurden die
reinen Fraktionen mit 1 M Ammoniumsulfat versetzt und über eine hydrophobe Interaktionschromato-
graphie aufgereinigt. Dabei wurde eine HiTrap® Octyl FF-Säule eingesetzt. Von den Fraktionen wurden
jeweils 15 µL für die SDS-PAGE verwendet. Die Färbung der Proteine auf dem SDS-Gel erfolgte mit
InstantBlue™ (oben), der spezifische Nachweis von ProA mittels Western Blot und anti-ProA Antikör-
per (PHK101-D5) und alkalischer Phosphatase-Reaktion (unten). Aufgetragen wurden der Durchfluss
(1), die Waschfraktion (2) und die Elutionsfraktionen (3-27). Eluiert wurde mit steigender Konzentra-
tion eines Niedrigsalz-Puffers. Als Marker wurden für das SDS-Gel 5 µL des Precision Plus Protein
Unstained Standards (Biorad) und für den Western Blot 5 µL der Page-Ruler Prestained Protein Ladder
(ThermoScientific) verwendet. Die ProA-haltigen Fraktionen sind in rot markiert. Mit dieser Metho-
de wurden nahezu reine ProA-Fraktionen gewonnen, die Degradationsprodukte jedoch nur geringfügig
entfernt.
5.1.6 Gelpermeationschromatographie
Nach Durchführung der HIC konnten immer noch eine Vielzahl an Degradations-
produkten in den ProA-Fraktionen nachgewiesen werden. Daher wurden diese verei-
nigt und für eine Gelpermeationschromatographie verwendet. Dafür wurde die Säule
HiLoad® 16/600 Superdex 200 pg verwendet. In verschiedenen zuvor durchgeführten
Testansätzen hatte sich herausgestellt, dass der Einsatz von EDTA für eine definier-
tere Elution von ProA von Vorteil war, weshalb dieses auch im Gelfiltrationspuffer
enthalten war. Die Auftrennung der Proteine erfolgte in der GC nach der Größe (Abb.
5.6).
117
5 Ergebnisse
Abbildung 5.6: Reinigung von rekombinantem ProA mittels Gelpermeationschromatographie. Im
Anschluss an die Aufreinigung von rekombinantem ProA über HIC wurde eine GPC durchgeführt und
die Proteine mit einer HiLoad® 16/600 Superdex 200 pg nach ihrer Größe aufgetrennt. Von den erhalte-
nen Fraktionen wurden je 15 µL für die SDS-PAGE eingesetzt. Die Färbung der Proteinbanden auf dem
SDS-Gel (oben) erfolgte mit InstantBlue™. Der spezifische Nachweis von ProA erfolgte mittels Wes-
tern Blot (unten) unter Verwendung eines spezifischen anti-ProA Antikörpers (PHK101-D5) und eines
mit alkalischer Phosphatase gekoppelten Sekundärantikörpers. Aufgetragen wurden die aufkonzentrier-
ten HIC-Fraktionen (1, im Western Blot nicht analysiert) und die Elutionsfraktionen (1-28). Als Marker
(M) wurden jeweils 5 µL des Precision Plus Protein Unstained Standards (Biorad) oder der Page-Ruler
Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific) verwendet. Mit Hilfe der GPC konnte ein Großteil der
Degradationsprodukte entfernt und reines ProA gewonnen werden.
Auf dem InstantBlue™-gefärbten SDS-Gel wurden zusätzlich die konzentrierten HIC-
Fraktionen vor der GPC (1) aufgetragen. Gut erkennbar waren die dominante ProA-
Bande bei 38 kDa und die Degradationsprodukte mit unterschiedlichen Molekularge-
wichten. Die Elution von ProA erfolgte ab Fraktion 6 und konnte bis Fraktion 23 nach-
gewiesen werden. In den Fraktionen 10-18 waren die höchsten Proteinmengen nachzu-
weisen. Im Vergleich zu der zuvor durchgeführten HIC war die Menge an niedermole-
kularen Degradationsprodukten deutlich reduziert (Abb. 5.6 A). Unterhalb der 38 kDa
ProA-Bande konnten zwei weitere, schwach ausgeprägte Banden verzeichnet werden,
die jedoch mittels spezifischem anti-ProA Antikörper als ProA-Degradationsprodukte
identifiziert werden konnten (Abb. 5.6 B). Insgesamt konnte mit der GPC eine hohe
Ausbeute an reinem, rekombinantem ProA erzielt werden. Nach Aufreinigung über
IMAC, HIC und GPC konnten aus 2 L Kultur 3-5 mg Protein gewonnen werden.
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5.1.7 Kristallisation von ProA
In Hinblick auf die Entschlüsselung der ProA-Struktur wurden erste Kristallisations-
versuche im Rahmen der Masterarbeit von Lina Scheithauer (2016) in Kooperati-
on mit Dr. Konrad Büssow aus der Abteilung für Rekombinante Proteinexpression
(RPEX) vom Helmholtz-Zentrum für Infektionsforschung durchgeführt. Dafür wur-
den die ProA enthaltenden Elutionsfraktionen der GPC aufkonzentriert und teilweise
in Tris-HCl, pH 7,5 umgepuffert, um Glycerin und EDTA zu entfernen. Die Kristal-
lisation erfolgte nach der Sitting-Drop-Methode, wobei sich die hoch konzentrierte
Proteinlösung in einem seitlichen Reservoir neben dem Fällungsmittel befindet. Um
die optimale Kristallisationsbedingung auszuloten, wurden unterschiedliche Konzen-
trationen an ProA (4,9 mg/mL, 9,4 mg/mL und 21,2 mg/mL) eingesetzt. Weiterhin
wurden verschiedene Kristallisationsscreening-Sets mit jeweils 96 unterschiedlichen
Bedingungen verwendet (Index, MIDAS, Morpheus, ComPAS, Cryos, JCSG+, JCSG
Core I, JCSG Core II, JCSG Core III, JCSG Core IV und PACT). Die Dokumentation
der Kristallisationsplatten erfolgte nach 0 h, 12 h, 24 h, 3 d, 5 d, 8 d und anschließend
in unregelmäßigen Abständen (Abb. 5.7).
Unter Verwendung des JCSG Core I-Sets konnte mit dem Fällungsmittel 0,2 M Cal-
ciumacetat, 0,2 M MES und 20 % (w/v) PEG 8.000 nach 65 d Inkubation ein großer
Kristall detektiert werden (Abb. 5.7 A). Eingesetzt wurden hierbei 21,2 mg/mL ProA-
His6 in 20 mM Tris-HCl, pH 7,5. Der Kristall zeigte eine sehr unregelmäßige, hete-
rogene Struktur, was ein typisches Merkmal für Proteinkristalle ist. Jedoch schien es
sich aufgrund seiner Konformation nicht um einen sogenannten Einkristall zu handeln,
wie er für eine Strukturaufklärung benötigt wird. Der Kristall leuchtete schwach unter
kreuzpolarisiertem Licht, was erfahrungsgemäß eher gegen einen Proteinkristall spre-
chen würde. Zu früheren Zeitpunkten konnte kein Kristallkeim beobachtet werden, aus
dem sich ein großer Kristall normalerweise bildet. Allerdings erfolgte zwischen den
Beobachtungen an Tag 22 und Tag 65 auch keine Dokumentation. Nach 105 d war
kein weiteres Wachstum des Kristalls zu verzeichnen.
Eine weitere vielversprechende Bedingung war die Fällung mit 0,1 M Tris, 40 % (v/v)
PEG 300 und 5 % (w/v) PEG 1.000 aus dem JCSG Core III-Set (Abb. 5.7 B). Hierbei
wurden 9,4 mg/mL ProA-His6 in 20 mM Tris-HCl, pH 7,5, 1 % Glycerin und 1 mM
EDTA eingesetzt. Zu beobachten waren sehr viele, kleine Kristalle mit heterogener
Struktur, die unter kreuzpolarisiertem Licht nicht leuchteten. Eine erste Keimbildung
konnte bereits nach 8 d verzeichnet werden (Daten nicht gezeigt). Die Größe der Kris-
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tallite veränderte sich bereits nach 21 d nicht mehr und lag bei den größten Kristalli-
sationskeimen bei ca. 17 µm.
Abbildung 5.7: Kristallisation von rekombinantem ProA unter verschiedenen Bedingungen. (A)
Kristallisationsansatz mit 21,2 mg/mL ProA-His6 in 20 mM Tris-HCl, pH 7,5 nach 22 d, 65 d und
105 d (JCSG Core I, Qiagen). Eine Kristallbildung wurde nach 65 d mit 0,2 M Calcium-Acetat, 0,1 M
MES und 20 % (w/v) PEG 8,0 beobachtet werden. (B) Ansatz mit 9,4 mg/mL ProA-His6 in 20 mM
Tris-HCl, pH 7,5, 1 % Glycerin und 1 mM EDTA nach 27 d, 75 d und 115 d (JSCG Core III, Qiagen).
Kristallbildung wurde unter Fällung mit 0,1 M Tris, 40 % (v/v) PEG 300 und 5 % (w/v) PEG 1.000
detektiert. (C) Kristallisation von 4,9 mg/mL ProA-His6 in 20 mM Tris-HCl, pH 7,5, 0,1 % Glycerin und
0,1 mM EDTA nach 22 d, 63 d und 103 d (PACT von Qiagen). Eine Kristallbildung wurde in 20 % (w/v)
PEG 6.000, 0,1 M HEPES und 0,2 M CaCl2 beobachtet. (D) Kristallisationsansatz mit 21,2 mg/mL
ProA-His6 in 20 mM Tris-HCl, pH 7,5 nach 22 d, 63 d und 103 d (PACT, Qiagen). Eine Kristallbildung
konnte unter Fällung mit 0,1 M MES, 20 % (w/v) PEG 6.000 und 0,2 M MgCl2 detektiert werden. (E)
Ansatz mit 4,9 mg/mL ProA-His6 in 20 mM Tris-HCl, pH 7,5, 0,1 % Glycerin und 0,1 mM EDTA nach
22 d, 63 d und 103 d (Cryos, Qiagen). Kristalle wurden unter Fällung mit 0,07 M Natriumacetat, pH 4,6,
30 % (v/v) Glycerin und 5,6 % (w/v) PEG 4.000 beobachtet.
Unter Verwendung des PACT-Sets von Qiagen konnte unter zwei verschiedenen Be-
dingungen eine Kristallbildung detektiert werden. Für die Fällung mit 20 % (w/v) PEG
6.000, 0,1 M HEPES und 0,1 M CaCl2 wurden 4,9 mg/ mL ProA-His6 in 20 mM Tris-
HCl, pH 7,5, 0,1 % Glycerin und 0,1 mM EDTA verwendet (Abb. 5.7 C). Bereits nach
9 d konnte ein einzelner Kristallkeim beobachtet werden (Daten nicht gezeigt), der ein
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Wachstum bis Tag 103 aufwies. Bis Tag 22 war der Einkristall klar, färbte sich da-
nach jedoch etwas dunkler. Unter kreuzpolarisiertem Licht leuchtete der Kristall hell,
jedoch auch einfarbig. Die Form des Kristalls war heterogen und kubisch. Der Ansatz
zeigte weiterhin ein Wachstum von Pilzhyphen, die auch den Kristall selbst betrafen.
Eine Reproduktion der Bedingungen war daher nicht gegeben.
Weiterhin wurde unter Fällung mit 0,1 M MES, 20 % (w/v) PEG 6.000 und 0,2 M
MgCl2 eine Kristallbildung beobachtet (Abb. 5.7 D). Dafür wurden 21,2 mg/mL ProA-
His6 in 20 mM Tris-HCl, pH 7,5 eingesetzt. Nach 63 d Inkubation konnte ein großer,
relativ homogen strukturierter Kristall detektiert werden, der unter kreuzpolarisiertem
Licht stark leuchtete. Bis Tag 22 konnte keine Keimbildung beobachtet werden. Auch
eine Kontamination durch einen Pilz wurde erst ab Tag 63 detektiert, weshalb die Kris-
tallbildung vermutlich mit dieser im Zusammenhang steht. Die Größe des Kristalls lag
nach 103 d bei ungefähr 130 µm.
Für die Kristallisation von ProA wurde des Weiteren das Cryos-Set von Qiagen ge-
testet. Dafür wurden 4,9 mg/mL ProA-His6 gelöst in 20 mM Tris-HCl, pH 7,5, 0,1 %
Glycerin und 0,1 mM EDTA verwendet (Abb. 5.7 E). Eine Kristallbildung wurde un-
ter Fällung mit 0,07 M Natriumacetat, pH 4,6, 30 % Glycerin und 5,6 % (w/v) PEG
4.000 beobachtet. Erste Kristallkeime waren nach 14 d zu sehen, die sich über die Zeit
vergrößerten. Insgesamt handelte es sich um sehr kleine, nadelförmige Kristallite, die
unter kreuzpolarisiertem Licht nicht leuchteten.
Die ersten Kristallisationen waren somit erfolgreich, da Kristallbildung unter verschie-
denen Bedingungen beobachtet werden konnte. Besonders wichtig schien hierbei die
Anwesenheit von PEG zu sein. Vielversprechend war insbesondere der Ansatz mit
0,1 M Tris, 40 % (v/v) PEG 300 und 5 % (w/v) PEG 1.000 aus dem JCSG Core
III-Set (Abb. 5.7 B), da es sich hierbei mit höchster Wahrscheinlichkeit um Protein-
kristalle handelte und die Kristallisationsbedingungen reproduzierbar sind. Diese Er-
gebnisse schufen somit eine gute Grundlage für eine erfolgreiche Kristallisation und
Strukturaufklärung der Zink-Metalloprotease ProA.
5.2 Einfluss von ProA auf das
Wachstumsverhalten und das Sekretom
Die Zink-Metalloprotease ProA ist das meist sezernierte Protein von L. pneumophi-
la und in der Lage, mit anderen Proteinen des Sekretoms zu interagieren (Szeto and
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Shuman, 1990, Rossier et al., 2004, Banerji et al., 2005, Lang et al., 2012). In diesem
Teil der Arbeit sollte daher ein möglicher Einfluss von ProA auf das gesamte Sekretom
von L. pneumophila untersucht werden. Dazu wurde zunächst eine Deletionsmutante
der Protease erstellt und weiterhin ein potentieller Effekt auf das Wachstumsverhalten
analysiert.
5.2.1 Erstellung einer proA-Deletionsmutante
Um einen möglichen Einfluss von ProA auf das Wachstumsverhalten und das Sekre-
tom zu untersuchen sowie um weitere phänotypische Charakterisierungen durchzufüh-
ren, wurde eine Deletionsmutante der Protease in L. pneumophila Corby hergestellt
(Abb. 5.8).
Abbildung 5.8: Agarosegele der proA-flankierenden Regionen, der Kanamycin-Kassette und des
Deletionskonstrukts. (A) Amplifikation der 5´- und 3´-flankierenden Regionen des proA-Gens. Das
Amplifikat der 5´-flankierenden Region (1) lag bei einer Größe von 2515 bp, die 3´-flankierende Regi-
on (2) bei 1188 bp. (B) Nachweis der nptI-Kanamycin-Kassette (1) mit einer Größe von 816 bp. (C)
Erhaltene DNA-Banden nach der Joining-PCR. Das Deletionskonstrukt aus den proA-flankierende Re-
gionen und der Kanamycin-Resistenz-Kassette lag bei einer Gesamtgröße von 4471 bp (roter Kasten).
Die entsprechende Bande wurde aus dem Gel ausgeschnitten und die DNA isoliert. Dargestellt sind die
1 %-igen Agaroselgele nach der Färbung mit Ethidiumbromid. Als Marker wurde die 1 kb GeneRuler®
DNA-Ladder von ThermoScientific verwendet.
Mit Hilfe der Primer 2877_UFF und 2877_UFR wurde dafür zunächst die 5´-flankie-
rende Region (2515 bp) und mit den Primern 2877_DFF und 2877_DFR die 3´-flankie-
rende Region (1188 bp), jeweils mit einem zur Kanamycin-Kassette komplementären
Überhang, amplifiziert (Abb. 5.8 A). Das nptI-Kanamycinresistenzgen (816 bp) wur-
de in einer seperaten PCR mit den Primern NptI_Fa und NptI_R amplifiziert (Abb.
5.8 B). Die Erstellung des Deletionskonstrukts erfolgte durch eine Joining-PCR mit
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den Primern 2877_UFF und 2877_DFR, bei der die flankierenden Regionen mit der
Kanamycin-Kassette verbunden wurden (Abb. 5.8 C). Die Amplifikation der 5´- und
3´-flankierenden Regionen (Abb. 5.8 A) sowie der Kanamycin-Kassette (Abb. 5.8 B)
war erfolgreich, da auf den 1 %-igen Agarosegelen jeweils einzelne Banden bei den
entsprechenden, vorhergesagten Konstruktlängen zu sehen waren. Das Gelbild der
Joining-PCR (Abb. 5.8 C) zeigte dagegen mehrere DNA-Banden auf unterschiedlichen
Höhen der Markerbanden. Dominant waren dabei Banden bei ca. 1200 bp, 2500 bp,
3400 bp und 4500 bp. Die ermittelte Größe des Deletionskonstrukts lag bei 4472 bp.
Daher wurde die DNA-Bande bei ca. 4500 bp ausgeschnitten und aufgereinigt. An-
schließend erfolgte die Ligation mit dem Vektor pGEM®-T Easy. Nach Transforma-
tion von kompetenten E. coli DH10ß wurde das Plasmid aus einem positiven Klon
reisoliert und für die Amplifikation des gesamten Deletionskonstruktes mit den Pri-
mern 2877_UFF und 2877_DFR verwendet. Das Amplifikat wurde für die Transfor-
mation von L. pneumophila Corby verwendet. Durch die natürliche Kompetenz der
Legionellen wurde das DNA-Konstrukt aufgenommen und die Zielsequenz im Genom
durch homologe Rekombination ersetzt. Der erhaltene proA-Deletionsstamm wurde
anschließend mittels Kolonie-PCR (Abb. 5.9) und Sequenzierung verifiziert.
Abbildung 5.9: Agarosegelelektrophorese der Kolonie-PCR von L. pneumophila Corby ∆proA.
Die Amplifikation der Zielsequenz aus dem Genom des Deletionsstammes ergab ein ca. 4500 bp großes
Produkt (1). Dieses entsprach der Größe des Deletionskonstrukts mit 4472 bp. Dargestellt ist das
1 %-ige Agarosegel nach der Färbung mit Ethidiumbromid. Als Marker wurde die 1 kb GeneRuler®
DNA-Ladder von ThermoScientific verwendet.
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5.2.2 ProA hat keinen Einfluss auf das Wachstum in YEB
Um zu analysieren, ob die Deletion des proA-Gens möglicherweise zu einem Wachs-
tumsnachteil in L. pneumophila Corby führt, wurden Wachstumsversuche in YEB-
Medium durchgeführt. Dafür wurden zunächst Vorkulturen von L. pneumophila Corby
WT und L. pneumophila Corby ∆proA angesetzt und diese unter Standardbedingun-
gen ü.N. kultiviert. Am nächsten Tag wurden die Hauptkulturen in 250 mL YEB mit
einer OD600 von 0,03 inokuliert. Sofort im Anschluss wurde die OD600 bestimmt und
jeweils 2 mL des Kulturüberstandes für die weitere Analyse entnommen. Die Kulti-
vierung der Wachstumsreihen erfolgte jeweils in Doppelbestimmung bei 37 °C und
200 rpm. Die Messungen der optischen Dichte sowie die Isolierung des Kulturüber-
standes erfolgten nach zufällig ausgewählten Zeitpunkten, jedoch möglichst in einem
2 h-Rhythmus (Abb. 5.10).
Abbildung 5.10: Wachstumsverhalten in YEB-Medium. Dargestellt ist die OD600 von L. pneumophi-
la Corby WT (schwarz) und L. pneumophila Corby∆proA (blau) in Relation zu der Zeit. Die Kulturen
wurden jeweils in 250 mL YEB-Medium bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. Die Messung der optischen
Dichte erfolgte nach den ausgewiesenen Zeitpunkten. Die Ergebnisse sind aus drei unabhängigen Expe-
rimenten, jeweils in Doppelbestimmung, zusammengefasst. Beide Stämme zeigten keinen signifikanten
Unterschied im Wachstumsverhalten.
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Bis ca. 12 h nach Inokulierung der Kulturen war nur ein geringer Anstieg der OD600
sowohl für L. pneumophila Corby WT als auch für L. pneumophila Corby ∆proA zu
verzeichnen. Ab ungefähr 13 h nach dem Inkubationsstart begann die exponentielle
Wachstumsphase beider Stämme. So konnte nach 16 h Inkubation für den Wildtyp
und die proA-defiziente Mutante eine OD600 von ca. 1,0 detektiert werden. Nach 25 h
lag die mittlere OD600 für L. pneumophila Corby ∆proA bei ungefähr 3,0. Die OD600
von L. pneumophila Corby WT war dabei mit 3,3 etwas höher. Das Ende der log-Phase
zeichnete sich ungefähr 30 h nach der Inokulierung ab. Hier lagen die mittleren OD600
von Wildtyp und proA-negativer Mutante bei ca. 4,0. Somit hatte sich die OD600 nach
14 h ungefähr vervierfacht. In der frühen Stationärphase flachte der Kurvenverlauf ab.
So konnten nach 36 h und 44 h ähnliche OD600 von ungefähr 4,5 für beide Stämme de-
tektiert werden. Insgesamt verlief das Wachstum der proA-defizienten Mutante leicht
verzögert im Vergleich zum Wildtyp, da der Eintritt in die log-, bzw. Stationärphase
etwas später erfolgte. Jedoch waren diese Unterschiede minimal und nicht signifikant.
Parallel zur OD600 wurden die Proteinkonzentrationen und die Proteaseaktivität beider
Stämme in den einzelnen Wachtumsphasen bestimmt. Dafür wurden zu den entspre-
chenden Zeitpunkten Kulturüberstände entnommen. Die Bestimmung der Proteinkon-
zentration erfolgte mittels Bradford-Assay mit Roti®-Nanoquant. Die Proteaseaktivität
wurde mit Hilfe eines Azocasein-Assays untersucht. Die gemessene Absorption bei
420 nm als Maß für die Substratumsetzung war dabei proportional zur Proteaseaktivi-
tät im Sekretom (Abb. 5.11).
Die Proteinkonzentrationen von L. pneumophila Corby WT und L. pneumophila Corby
∆proA waren für alle Wachstumsphasen ähnlich ((Abb. 5.11 A). Dabei war schon zu
Beginn des Wachstumsversuches eine Proteinkonzentration von ungefähr 10 µg/mL
bei beiden Stämmen zu verzeichnen, was sich vermutlich auf die im Kulturmedium
enthaltenen Proteine zurückführen lässt. Bei beiden Stämmen stiegen die Proteinkon-
zentrationen parallel zur OD600 vergleichbar an. So betrug die Proteinkonzentration
bei einer OD600 von 2,0 beim Wildtyp ca. 15 µg/mL, bei der proA-defizienten Mutan-
te ca. 16 µg/mL. In der Stationärphase bei OD600 von 4,0 wies der Kulturüberstand
von L. pneumophila Corby WT eine Proteinkonzentration von ungefähr 25 µg/mL auf,
der Kulturüberstand von L. pneumophila Corby ∆proA von ungefähr 24 µg/mL. So-
mit konnten keine signifikanten Unterschiede in der Proteinkonzentration zwischen
dem Kulturüberstand des Wildtyps und dem der proA-negativen Mutante nachgewie-
sen werden.
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Abbildung 5.11: Proteinkonzentration und Proteaseaktivität von L. pneumophila-YEB-
Kulturüberständen. Während des Wachstumsversuches wurden Kulturüberstände von L. pneumophila
Corby WT (schwarz) und L. pneumophila Corby∆proA (blau) zu den entsprechenden Zeitpunkten ent-
nommen. Die Proteinkonzentration wurde mittels Bradford-Assay mit Roti®-Nanoquant und die Pro-
teaseaktivität mit Azocasein bestimmt. Dargestellt sind die Ergebnisse aus drei unabhängigen Experi-
menten in Doppelbestimmung. (A) Auftrag der Proteinkonzentration in µg/mL in Bezug auf die OD600.
Zwischen dem Wildtyp und der proA-negativen Mutante waren keine signifikanten Unterschiede zu er-
kennen. (B) Darstellung der Proteaseaktivität in OD420 in Bezug auf die OD600. Für den Wildtyp war ein
Anstieg der Proteaseaktivität in Relation zum Anstieg der OD600 zu verzeichnen. Die Proteaseaktivität
der proA-defizienten Mutante blieb dagegen nahezu gleich und fiel deutlich geringer als beim Wildtyp
aus.
Dagegen konnten deutliche Unterschiede in der Proteaseaktivität beider Stämme ge-
zeigt werden (Abb. 5.11 B). Im Kulturüberstand des Wildtyps wurde ein Anstieg
der mittleren Proteaseaktivität parallel zum Anstieg der OD600 verzeichnet. Bei ei-
ner OD600 von 1,0 lag die Proteaseaktivität bei ca. OD420 0,3. In der Stationärphase
bei OD600 4,0 war die Aktivität auf ungefähr OD420 0,55 gestiegen und hatte sich so-
mit nahezu verdoppelt. Die Untersuchung des Kulturüberstandes von L. pneumophila
Corby ∆proA zeigte jedoch gegenteilige Ergebnisse. Die OD420 blieb über sämtliche
Wachstumsphasen bei ca. 0,15. Somit konnte für die proA-negative Mutante insgesamt
nur eine minimale Proteaseaktivität im Vergleich zum Wildtyp nachgewiesen werden.
Daher scheint ProA hauptverantwortlich für die Proteaseaktivität bei Wachstum von
L. pneumophila in nährstoffreichem Medium zu sein.
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5.2.3 ProA hat einen Einfluss auf das Wachstum in CDM
In nährstoffreichem YEB-Medium konnte für ProA kein Einfluss auf das Wachstums-
verhalten von L. pneumophila festgestellt werden. Jedoch scheint es unter diesen Be-
dingungen hauptverantwortlich für die Proteaseaktivität zu sein. Um einen mögli-
chen Einfluss von ProA auf das Wachstumsverhalten in nährstoffarmem, chemisch-
definiertem Medium zu überprüfen, wurden zunächst Vorkulturen von L. pneumophila
Corby WT und L. pneumophila Corby ∆proA in CDM angesetzt und unter Standard-
bedingungen inkubiert. Die Hauptkulturen wurden in 250 mL CDM in 500 mL Er-
lenmeyerkolben mit einer Start-OD600 von ca. 0,01 inokuliert. Sofort im Anschluss
wurde die OD600 bestimmt und jeweils 2 mL des Kulturüberstandes für die weitere
Analyse entnommen. Die Kultivierung der Wachstumsreihen erfolgte jeweils in Dop-
pelbestimmung bei 37 °C und 200 rpm. Die Messungen der optischen Dichte sowie
die Isolierung des Kulturüberstandes erfolgten nach zufällig ausgewählten Zeitpunk-
ten, jedoch möglichst in einem 4 h-Rhythmus (Abb. 5.12). Die Versuche wurden im
Rahmen einer Masterarbeit von Lina Scheithauer (2016) durchgeführt.
Abbildung 5.12: Wachstumsverhalten in chemisch-definiertem Medium. Dargestellt ist die OD600
von L. pneumophila Corby WT (schwarz) und L. pneumophila Corby ∆proA (rot) in Relation zu der
Zeit. Die Kulturen wurden in Doppelbestimmung in jeweils 250 mL CDM bei 37 °C und 200 rpm
inkubiert. Die Messung der optischen Diche erfolgte an den ausgewiesenen Zeitpunkten. Die Ergebnisse
sind aus vier unabhängigen Experimenten zusammengefasst. Die proA-defiziente Mutante zeigte ein
leicht verzögertes Wachstum im Vergleich zum Wildtyp.
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Bis ca. 23 h nach Inokulierung war für beide Stämme nur eine geringe Steigerung
der OD600 zu verzeichnen. So lag die durchschnittliche OD600 von L. pneumophila
Corby WT nach 23 h bei ca. 0,3, bei L. pneumophila Corby ∆proA sogar nur bei
0,2. Somit war das Wachstum der proA-negativen Mutante in der lag-Phase leicht ver-
zögert im Vergleich zum Wildtyp. Die log-Phase verlief beim Wildtyp bis zu einer
durchschnittlichen OD600 von ca. 1,5, welche nach 42 h Wachstum erreicht wurde.
Bei der proA-defizienten Mutante wurde das Ende der log-Phase mit gleicher OD600
nach ungefähr 46 h detektiert. Somit führte die verlängerte lag-Phase von L. pneumo-
phila Corby ∆proA auch zu einem verzögerten Eintritt in die Stationärphase. Nach
der Verzögerungsphase erreichte L. pneumophila Corby WT die Stationärphase mit
einer durchschnittlichen OD600 von 1,8 ca. 50 h nach Inokulierung. Die OD600 der
proA-negativen Mutante lag in der Stationärphase in einem ähnlichen Bereich, jedoch
wurde diese erst nach ca. 55 h erreicht. Zusammenfassend ergab dieser Versuch ein
leicht verzögertes Wachstum für L. pneumophila Corby ∆proA.
Parallel zur OD600 wurden die Proteinkonzentrationen und die Proteaseaktivität der
zu den entsprechenden Zeitpunkten entnommenen Kulturüberstände bestimmt (Abb.
5.13). Die Ermittlung der Proteinkonzentration erfolgte via Bradford-Assay mit Roti®-
Nanoquant. Für die Bestimmung der Proteaseaktivität wurde der Azocasein-Assay ein-
gesetzt. Die Ergebnisse aus vier unabhängig voneinander durchgeführten Experimen-
ten sind in Abbildung 5.13 dargestellt. Die Proteinkonzentration, bzw. die Proteaseak-
tivität wurden dabei auf die gemessene OD600 bezogen. Die bestimmten Proteinkon-
zentrationen (Abb. 5.13 A) fielen für L. pneumophila Corby WT und L. pneumophila
Corby ∆proA in allen Wachstumsphasen ähnlich aus. Bei einer Start-OD600 von 0,1 la-
gen die durchschnittlichen Proteinkonzentrationen für beide Stämme bei ca. 11 µg/mL.
Mit Zunahme der OD600 erhöhte sich auch jeweils die im Kulturüberstand detektierte
Proteinkonzentration. Bei OD600 0,5, also dem Beginn der log-Phase, betrug die Pro-
teinkonzentration für den Wildtyp und die proA-defiziente Mutante ca. 15 µg/mL. Am
Ende der exponentiellen Wachstumsphase, bei OD600 1,5, lag sie für beide Stämme
bei ungefähr 34 µg/mL. In der Stationärphase bei OD600 1,8 erhöhte sich die Protein-
konzentration von L. pneumophila Corby WT und L. pneumophila Corby ∆proA auf
ca. 45 µg/mL. Somit ergab sich eine Zunahme der Gesamtkonzentration bis zur Statio-
närphase um 30 µg/mL. Ein Unterschied zwischen der proA-defizienten Mutante und
dem Wildtyp konnten jedoch nicht festgestellt werden. Weiterhin wurde der Einfluss
von ProA auf die Proteaseaktivität bei Wachstum in CDM analysiert (Abb. 5.13 B).
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Die gemessene Absorption bei 420 nm als Maß für die Substratumsetzung war dabei
proportional zur Proteaseaktivität im Sekretom.
Abbildung 5.13: Proteinkonzentration und Proteaseaktivität von L. pneumophila-CDM-
Kulturüberständen. Während des Wachstumsversuches in CDM wurden Kulturüberstände von
L. pneumophila Corby WT (schwarz) und L. pneumophila Corby ∆proA (rot) zu den entsprechenden
Zeitpunkten entnommen. Mittels Bradford-Assay mit Roti®-Nanoquant wurde die Proteinkonzentrati-
on und mit Azocasein die Proteaseaktivität bestimmt. Dargestellt sind die Ergebnisse aus vier unab-
hängigen Experimenten. (A) Auftragung der Proteinkonzentration [µg/mL] in Bezug auf die gemessene
OD600. Beide Stämme zeigten eine ähnliche Proteinkonzentration in gleichen Wachstumsphasen. (B)
Darstellung der Proteaseaktivität in OD420 in Relation auf die OD600. Es waren keine Unterschiede
zwischen L. pneumophila Corby WT und L. pneumophila Corby∆proA zu beobachten.
Auch hier fielen die ermittelten Aktivitäten von beiden Stämmen ähnlich aus. Zu Be-
ginn des Wachstumsversuches bei OD600 von 0,1 lag die durchschnittliche OD420 für
L. pneumophila Corby WT und L. pneumophila Corby ∆proA bei ca. 0,08. Zu Be-
ginn der log-Phase bei OD600 von 0,5 erhöhte sich die durchschnittliche Proteaseak-
tivität auf OD420 0,1. Jedoch war auch hier keine Differenz zwischen Wildtyp und
proA-negativer Mutante zu beobachten. Bei dem Übergang in die Stationärphase, bei
einer OD600 von 1,5, lag die durchschnittliche OD420 für L. pneumophila Corby WT
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bei 0,2 und bei L. pneumophila Corby ∆proA bei ca. 0,18. Die Proteaseaktivität der
proA-negativen Mutante fiel also in dieser Wachstumsphase etwas geringer aus als
die des Wildtyps. In der stationären Phase bei OD600 1,8 konnte bei L. pneumophi-
la Corby WT eine OD420 von ungefähr 0,24 detektiert werden. Bei L. pneumophila
Corby ∆proA lag die OD420 in dieser Wachstumsphase bei ca. 0,2. Somit war auch
hier eine leichte Differenz feststellbar. Die Proteaseaktivität erhöhte sich ab Beginn
des Wachstumsversuches bis zur Stationärphase um OD420 0,16 für den Wildtyp und
um OD420 0,12 für die proA-defiziente Mutante. L. pneumophila Corby ∆proA wies
also im Vergleich zu L. pneumophila Corby WT eine leicht reduzierte Proteaseaktivität
bei Wachstum in CDM auf, jedoch waren diese Differenzen nicht signifikant. Im Ge-
gensatz zum Wachstum in YEB konnte bei diesem Versuch festgestellt werden, dass
die proA-negative Mutante in CDM eine ähnliche Proteaseaktivität wie der Wildtyp
aufwies.
5.2.4 ProA beeinflusst das Sekretomprofil in YEB
In Wachstumsversuchen in nährstoffreichem YEB-Medium konnte für L. pneumophi-
la Corby ∆proA zwar kein Wachstumsdefizit im Vergleich mit L. pneumophila Corby
WT detektiert werden, jedoch wurde deutlich, dass ProA hauptverantwortlich für die
Proteaseaktivität von L. pneumophila in YEB ist. Um zu analysieren, ob der Verlust des
meist-sezernierten Proteins sich auf das Sekretomprofil auswirkt, wurden zunächst die
Proteine des Kulturüberstandes isoliert. Dafür wurden 50 mL-Kulturen von L. pneumo-
phila Corby WT und L. pneumophila Corby ∆proA in YEB-Medium angesetzt und der
Kulturüberstand nach Erreichen der Stationärphase entnommen und sterilfiltriert. Die
enthaltenen Proteine wurden ü.N. mit TCA gefällt und nach mehrmaligem Waschen
in einem geringen Volumen Rehydratisierungspuffer gelöst. Die Proteinkonzentratio-
nen wurden mittels Bradford-Assay mit Roti®-Nanoquant bestimmt und pro Stamm
20 µg Protein für eine SDS-PAGE eingesetzt, da die Proteinkonzentration in beiden
Stämmen in allen Wachstumsphasen gleich war (siehe Kapitel 5.2.2). Das SDS-Gel
wurde mit Coomassie Silver-Blue gefärbt und das Sekretomprofil von Wildtyp und
proA-negativer Mutante miteinander verglichen (Abb. 5.14).
Besonders auffällig war die markante Proteinbande in Höhe der 37 kDa-Markerbande
im Wildtyp-Sekretom (Abb. 5.14 a). Diese war im Sekretom der proA-negativen Mu-
tante nicht zu erkennen. Aufgrund des Molekulargewichts und der Dominanz im Se-
kretom konnte davon ausgegangen werden, dass es sich dabei um ProA handelte.
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Abbildung 5.14: SDS-PAGE der Sekretome des Wildtyps und der proA-defizienten Mutante in
YEB. Die sezernierten Proteine wurden mittels TCA-Fällung aus den Überständen stationärer Kulturen
von L. pneumophila Corby WT und L. pneumophila Corby ∆proA isoliert. Mittels SDS-PAGE wurden
die Sekretome aufgetrennt und die Proteine mit Coomassie Silver-Blue gefärbt. Es wurden jeweils 20 µg
Protein pro Stamm aufgetragen, als Marker (M) wurde der Precision Plus Protein™ Dual Color Standard
von Bio-Rad verwendet. (1) Sekretom des Wildtyps, (2) Sekretom der proA-negativen Mutante. Die
schwarzen Pfeile markieren die detektierten, visuellen Unterschiede in den Sekretomprofilen. Die mit
a-e gekennzeichneten Pfeile heben im Text näher erläuterte, unterschiedliche Proteinbanden hervor.
Zusätzlich zu dieser Proteinbande konnten jedoch auch weitere Unterschiede im Se-
kretom festgestellt werden. So schienen einige Proteine vermehrt im Sekretom von
L. pneumophila Corby ∆proA vorzukommen, wie z.B. bei 100 kDa und 25 kDa (Abb.
5.14 b und c). Andere Proteinbanden konnten nur bei der proA-negativen Mutante de-
tektiert werden, wie z.B. bei einem Protein knapp über der 50 kDa-Markerbande (Abb.
5.14 d). Jedoch konnten auch Banden beobachtet werden, die nur beim Wildtyp nach-
gewiesen werden konnten, wie eine Proteinbande mit einem Molekulargewicht von
ca. 22 kDa (Abb. 5.14 e). Insgesamt ergab der Vergleich der Sekretome von L. pneu-
mophila Corby WT und L. pneumophila Corby ∆proA in der eindimensionalen SDS-
PAGE gravierende Unterschiede im Bandenprofil der proA-negativen Mutante. Um
diese Unterschiede genauer zu detektieren wurde eine 2D-Gelelektrophorese durch-
geführt (Abb. 5.15). Dafür wurden die Proteine der Kulturüberstände nach der TCA-
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Fällung in CHAPS-freiem Rehydratisierungspuffer gelöst. Die 2D-Gelelektrophorese
wurde von der Firma Proteome Factory AG aus Berlin durchgeführt. Für den 1:1-
Vergleich wurden jeweils 200 µg Protein pro Stamm eingesetzt.
Abbildung 5.15: 2D-Gelelektrophorese der Sekretome von L. pneumophila Corby WT und
L. pneumophila Corby∆proA in YEB. Die sezernierten Proteine wurden mittels TCA-Fällung aus den
Überständen stationärer Kulturen von L. pneumophila Corby WT und L. pneumophila Corby∆proA iso-
liert. Mittels 2D-Gelelektrophorese wurden die Sekretome nach der isoelektrischen Fokussierung und
dem Molekulargewicht aufgetrennt. Die Proteine wurden mit Silberfärbung kenntlich gemacht und sind
in diesem Foto in Fehlfarbendarstellung dokumentiert. Es wurden jeweils 200 µg Protein des Wild-
typs (orange) und der proA-defizienten Mutante (blau) aufgetragen. Identische Proteinspots wurden in
schwarz dargestellt. Die 2D-Gelelektrophorese ergab gravierende Unterschiede im Sekretomprofil bei-
der Stämme. Der rote Kasten markiert den Proteinspot von ProA.
Auch hier konnten deutliche Unterschiede in den Sekretomprofilen von L. pneumophi-
la Corby WT und L. pneumophila Corby ∆proA detektiert werden. Bei beiden Stäm-
men war ein dominanter Proteinspot in Höhe der 119 kDa-Markerbande und einem pH
von ungefähr 5,0 zu beobachten. Auch bei pH 4,5 war knapp unterhalb der 66 kDa-
Markerbande ein deutlicher Proteinspot zu erkennen, der sowohl bei L. pneumophila
Corby WT als auch bei L. pneumophila Corby ∆proA präsent war. Weiterhin waren
noch viele kleinere, identische Proteinspots zwischen 25 kDa und 60 kDa zu verzeich-
nen. Auch in Höhe der 14,5 kDa-Markerbande konnten identische Spots beobachtet
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werden. Ein besonders dominanter Proteinspot, der nur im Sekretom des Wildtyps de-
tektiert werden konnte, lag bei ca. 40 kDa und einem pH-Wert von 4,5. Molekularge-
wicht, isoelektrischer Punkt und das Fehlen im Kulturüberstand der proA-defizienten
Mutante ließen darauf schließen, dass es sich hierbei um ProA handelte. Weitere, klei-
nere Proteinspots, die nur im Sekretom des Wildtyps nachgewiesen werden konnten,
wurden bei sämtlichen Molekulargewichten detektiert. Dabei waren einige Proteins-
pots bei gleichem Molekulargewicht, jedoch unterschiedlichem isolelektrischem Punkt
präsent. Vermutlich handelte es sich hierbei jeweils um das gleiche Protein. Auch für
die proA-negative Mutante konnten eine Vielzahl an Proteinspots detektiert werden,
die nicht im Sekretom des Wildtyps nachgewiesen werden konnten. Viele Protein be-
fanden sich dabei im Bereich zwischen 25 kDa und >119 kDa sowie pH Werten zwi-
schen 4,5 und 9,0. Weiterhin waren einige Proteinspots bei <14,5 kDa und pH-Werten
zwischen 4,5 und 7,0 nur für L. pneumophila Corby ∆proA nachweisbar. Insgesamt
zeigten die Ergebnisse, dass sich das Sekretom der proA-defizienten Mutante deutlich
von dem des Wildtyps unterscheidet.
5.2.5 Im Sekretom der proA-Deletionsmutante sind
zahlreiche Proteine dezimiert
Mittels SDS-PAGE und 2D-Gelelektrophorese konnten visuell bereits deutliche Un-
terschiede im Sekretom von L. pneumophila Corby ∆proA im Vergleich zu L. pneu-
mophila Corby WT nachgewiesen werden. Um zu untersuchen, welche Proteine even-
tuell vermehrt oder verringert im Sekretom der proA-Deletionsmutante vorkommen,
wurden die Sekretome massenspektrometrisch untersucht. Dafür wurden TCA-gefällte
Überstände von stationären L. pneumophila-Kulturen aus drei unabhängig voneinan-
der durchgeführten Experimenten eingesetzt. Die Durchführung der massenspektro-
metrischen Analysen fand in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe "Mikrobielle
Proteomik"von Prof. Dr. Susanne Engelmann vom Helmholtz-Zentrum für Infektions-
forschung statt. Die Sekretomproben wurden für die Analyse nach einer SDS-PAGE
in definierten Teilstücken aus den Gelen ausgeschnitten und die Proteine tryptisch ver-
daut. Nach Extraktion aus den Gelstücken wurden die Proben via Zip Tips entsalzt
und aufkonzentriert. Die massenspektrometrische Analyse erfolgte unter Verantwor-
tung von Dr. Martin Kucklick mittels Orbitrap. Insgesamt konnte eine Vielzahl an
Proteinen identifiziert werden, die verringert im Sekretom der proA-negativen Mutan-
te vorkamen. Weiterhin waren einige Proteine, die im Wildtyp-Sekretom nachgewie-
sen werden konnten, bei L. pneumophila Corby ∆proA nicht detektierbar. In Tabel-
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le 5.2 sind die im Vergleich zum Wildtyp-Sekretom signifikant verringerten Proteine
des L. pneumophila Corby ∆proA-Sekretoms, geordnet nach ihrem Vorkommensver-
hältnis (∆proA/WT), dargestellt.
Tabelle 5.2: Im Sekretom der proA-Deletionsmutante signifikant dezimierte Proteine
GI-Nr. Identität Locus1 SigP2 PSORT3 Log2
(∆proA/WT)
148280472 Major acid phosphatase LpC_0577 + EC -10,60
148282905 Tyrosine phosphatase II LpC_3106 + EC -10,01
superfamily protein
148282322 Hypothetical protein LpC_2491 + Unb. -8,44
148280453 Phosphodiesterase LpC_0557 - Unb. -7,39
148281537 TPR repeat protein LpC_1689 + Unb. -6,74
166201731 GroEL protein LpC_2606 - CP -6,71
148281265 Hypothetical protein LpC_1401 + Unb. -6,42
189036673 Elongation factor Tu LpC_3015 - Unb. -6,40
148282371 PseA-like protein LpC_2544 - Unb. -6,28
259710089 Cytosol aminopeptidase LpC_0510 - CP -6,16
148282356 Hypothetical protein LpC_2529 + Unb. -6,11
166201610 Elongation factor G LpC_3017 - CP -5,95
148281612 Aspartate semialdehyde LpC_1767 - CP -5,91
dehydrogenase
148281037 Hypothetical protein LpC_1160 - CM -5,76
148280070 Glyceraldehyde 3-phos- LpC_0159 - CP -5,63
phate dehydrogenase
166221556 Aminomethyltransferase LpC_0138 - CP -5,49
148280808 Dihydrolipoamide LpC_0921 - CP -5,2
dehydrogenase
148281788 Hypothetical protein LpC_1946 - Unb. -4,99
148282894 Aminopeptidase N LpC_3095 - CP -4,99
148281596 Fumarylacetoacetat LpC_1748 - CP -4,98
hydrolase
166201397 S-adenosylmethionine LpC_1506 - CP -4,97
synthase
148280976 Hypothetical protein LpC_1097 - Unb. -4,89
148281000 Aconitate hydratase LpC_1121 - CP -4,85
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166232201 Enolase LpC_1523 - CP -4,72
148280177 Hypothetical protein LpC_0256 + Unb. -4,61
148280977 Hypothetical protein LpC_1098 + Unb. -4,52
148280002 Hypothetical protein LpC_0090 + CP -4,43
148282420 Coenzyme A ligase LpC_2593 - CP -4,37
215275355 Catalase-peroxidase 2 LpC_0271 + PP -4,37
148281366 Adenosylhomocysteinase LpC_1505 - CP -4,15
166991391 2,3-biphosphoglycerate- LpC_2845 - CP -4,11
independent
148282201 Alanine dehydrogenase LpC_2367 - CP -4,04
148281290 Hypothetical protein LpC_1427 + Unb. -4,00
148281319 Organic hydroperoxide LpC_1458 - CP -3,88
resistance protein OsmC
148282850 Inorganic pyrophospha- LpC_3048 - CP -3,62
tase
148282734 Glucoamylase LpC_2921 - Unb. -3,51
166198380 Co-chaperonin GroES LpC_2607 - CP -3,34
166977511 Protein-export protein LpC_1773 - CP -3,29
190358155 ATP synthase subunit LpC_3299 - CP -3,26
148280959 Myo-inositol catabolism LpC_1080 - CP -3,17
protein IolD
160187474 Triosephosphat LpC_3078 - CP -3,16
isomerase
148279954 Hypothetical protein LpC_0042 - PP -2,56
148282310 Isocitrate dehydrogenase LpC_2479 - CP -2,53
148281922 Secreted peptidase LpC_2080 - CP -2,25
1 L. pneumophila str. Corby, GenBank: CP000675.2, Assembly: GCA_ 000092545.1
2 SignalP 4.0: Vorhersage der Präsenz und Lokalisation von Signalpeptiden in Aminosäure-Sequenzen
3 PSORTb 3.0.2: Vorhersage der Proteinlokalisation
In Tabelle 5.3 sind die Proteine, geordnet nach ihren GI-Nummern, aufgezeigt, die
nur im L. pneumophila Corby WT-, nicht jedoch im L. pneumophila Corby ∆proA-
Sekretom vorkamen. Insgesamt wurden 171 Proteine identifiziert, die im Sekretom der
proA-negativen Mutante im Vergleich zum Wildtyp dezimiert vorlagen (Daten nicht
gezeigt).
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Tabelle 5.3: Proteine, die nur im Wildtyp-Sekretom identifiziert wurden
GI-Nr. Identität Locus1 SigP2 PSORT3
148279921 Hypothetical protein LpC_0009 - CP
148280431 Metallopeptidase PepO LpC_0534 + CP
148280621 Glutaminyl-tRNA synthetase LpC_0731 - CP
148280657 3-hydroxyacyl CoA dehydrogenase LpC_0768 - CP
148280668 Glutamine synthetase LpC_0780 - CP
148280699 Hypothetical protein LpC_0811 - CP
148280719 Citrate synthase LpC_0831 - CP
148280728 Aminotransferase LpC_0840 - CP
148280865 Pyruvate dehydrogenase E1 alpha LpC_0980 - CP
148280866 Pyruvate dehydrogenase E1 beta LpC_0981 - CP
148281084 Thioredoxin reductase LpC_1208 - PP/CM
148281088 Peptide maturation protein PmbA LpC_1212 - CP
148281150 Acetyl CoA Synthetase LpC_1275 - CP
148281225 ecto-NTPDase LpC_1359 + Unb.
148281342 Histidiniol phosphate aminotransferase LpC_1481 - CP
148281521 Conserved hypothetical protein LpC_1672 + Unb.
148282237 Cystathionine beta-lyase LpC_2403 - CP
148282249 Pyridine nucleotide transhydrogenase LpC_2416 - CM
148282283 Tuloene tolerance protein Ttg2D LpC_2451 + Unb.
148282317 Hypothetical protein LpC_2486 - CP
148282383 Hypothetical signal peptide protein LpC_2556 + Unb.
148282448 Acetoacetate decarboxylase ADC LpC_2621 - CP
148282474 Trp repressor binding protein LpC_2648 - Unb.
148282485 Hypothetical protein LpC_2660 - Unb.
148282510 Alcohol dehydrogenase LpC_2686 - Unb.
148282582 Succinyl CoA synthetase alpha chain LpC_2767 - CP
148282687 Fructose bisphosphate aldolase LpC_2874 - CP
148282705 IcmE (DotG) LpC_2892 - OM/EC
148283090 Zinc metalloprotease LpC_3292 + EC
166222566 4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate LpC_1780 - CP
synthase
166226833 Glutamate tRNA ligase LpC_1365 - CP
166229295 DNA-directed RNA polymerase beta LpC_3021 - CP
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166233426 3-hydroxyacyl dehydratase FabZ LpC_2836 - CP
189030250 Succinate CoA ligase subunit beta LpC_2768 - CP
205830130 Alanine tRNA ligase LpC_1243 - CP
238064759 Succinyl-diaminopimelate desuccinylase LpC_2406 - CP
1 L. pneumophila str. Corby, GenBank: CP000675.2, Assembly: GCA_ 000092545.1
2 SignalP 4.0: Vorhersage der Präsenz und Lokalisation von Signalpeptiden in Aminosäure-Sequenzen
3 PSORTb 3.0.2: Vorhersage der Proteinlokalisation
Anhand des Student´s t-Test konnten davon 45 Proteine als signifikant reduziert an-
gesehen werden (vergleiche Tabelle 5.2). Von diesen signifikant dezimiert vorliegen-
den Proteinen wurde mit Hilfe des Programms SignalP in Version 4.0 für 11 Pro-
teine eine Signalsequenz vorhergesagt. Zu den im Vergleich zum Wildtyp reduziert
vorliegenden Proteinen mit Signalsequenz gehörten viele hypothetische Proteine so-
wie die Katalase/Peroxidase KatG, das TPR Repeat-Protein, eine Tyrosin-Phosphatase
und die Major acid phosphatase Map. Dabei war die Katalase/Peroxidase in der proA-
Deletionsmutante 20,67-fach, das TPR Repeat-Protein 106,89-fach und die Tyosin-
Phosphatase 1031,12-fach weniger im Sekretom der proA-defizienten Mutante präsent.
Das Protein mit Signalsequenz, das am geringsten im Vergleich zum Wildtyp vorlag,
war Map, welches 1552,09-fach geringer vorkam.
Mit dem Programm PSORT in Version 3.0.2 konnte weiterhin für einige Proteine
die vermutete Lokalisation vorhergesagt werden. Interessanterweise konnten nur die
Tyrosin-Phosphatase und Map eindeutig als extrazellulär identifiziert werden. KatG ist
möglicherweise ein periplasmatisches Protein. Das hypothetische Protein LpC_0090
wurde sogar, trotz vorhergesagter Signalsequenz, als zytoplasmatisch identifiziert. Pro-
teine, bei denen die mögliche Lokalisation nicht eindeutig festgestellt werden konnte,
weisen vermutlich multiple Location sites auf. Das bisher nicht charakterisierte Prote-
in LpC_0042 wies zwar keine Signalsequenz auf, jedoch konnte mit dem Programm
PSORT 3.0.2 eine Lokalisation im Periplasma verhergesagt werden.
Insgesamt konnten 36 Proteine nur im Sekretom von L. pneumophila Corby WT detek-
tiert werden, nicht jedoch bei L. pneumophila Corby ∆proA (Tabelle 5.3). Hier konnte
für 6 Proteine eine Signalsequenz vorhergesagt werden. Darunter befanden sich ei-
ne Ectonukleosid-triphosphat Diphosphohydrolase (Ecto-NTPDase), die Metallopep-
tidase PepO, die Zink-Metalloprotease LasB, das Toluen-Toleranz-Protein Ttg2D und
zwei uncharakterisierte Proteine. Mit Hilfe des Programms PSORT konnte nur LasB
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eindeutig als extrazellulär identifiziert werden. Für PepO wurde sowohl eine Signal-
sequenz als auch eine Lokalisation im Zytoplasma vorhergesagt. Die Lokalisation der
anderen Proteine mit Signalsequenz konnte in diesem Fall nicht bestimmt werden.
Möglicherweise haben diese Proteine mehrere Location sites. Die Thioredoxin reduc-
tase LpC_1208 wies zwar keine Signalsequenz auf, jedoch wurde mit PSORT eine
Lokalisierung im Periplasma oder der Zytoplasmamembran vorhergesagt. Auch DotG
wies keine Signalsequenz auf. Jedoch wurde dieses schon in früheren Studien als zen-
trale Komponente des T4SS identifiziert (Nagai and Kubori, 2011).
Die massenspektrometrische Analyse der Sekretome von L. pneumophila Corby WT
und L. pneumophila Corby ∆proA ergaben also deutliche Unterschiede. Interessanter-
weise waren dabei viele Proteine bei der proA-negativen Mutante dezimiert oder gar
nicht vorhanden. Mit Hilfe der Gen- und Genomdatenbank KEGG konnten Vorher-
sagen für mögliche Funktionen der einzelnen Proteine getroffen und diese Kategori-
siert werden (Abb. 5.16). Im Sekretom der proA-Deletionsmutante waren viele Prote-
ine mit Funktionen im Kohlenhydrat-, Energie- oder Aminosäure-Metabolismus dezi-
miert oder gar nicht vorhanden. Weiterhin kamen auch einige Proteine, die am Lipid-
Metabolismus beteiligt sind, nicht im Sekretom von L. pneumophila Corby ∆proA
(11 % der nur im Wildtyp-Sekretom vorkommenden Proteine) vor. Dazu zählte un-
ter anderem die Acetoacetat-Decarboxylase ADC oder die 3-Hydroxyacyl-CoA De-
hydrogenase. Ein etwas kleinerer Anteil (4-5 %) waren virulenzassoziierte Protei-
ne wie die Major acid phosphatase. Etwa 7 % der im Sekretom der proA-negativen
Mutante signifikant dezimierten Proteine war in die Proteinfaltung, -sortierung oder
-degradation involviert. Der Anteil der nur im Wildtyp-Sekretom vorkommenden Pro-
teine lag bei 4 %. Einige der im Sekretom von L. pneumophila Corby ∆proA nicht vor-
kommenden Proteine waren weiterhin am Metabolismus von Kofaktoren und Vitami-
nen (9 %, z.B. Pyridin Nukleotid-Transhydrogenase) oder an der RNA-Biogenese und
-Degradation (7 %, z.B. Glutaminyl-tRNA-Synthase) beteiligt. Ein kleinerer Anteil
(jeweils 2-4 %) der im Sekretom der proA-Deletionsmutante dezimiert oder nicht vor-
kommenden Proteine waren in die Degradation und den Metabolismus von Xenobioti-
ka (Fumarylacetoacetat-Hydrolase), den Proteinexport (SecB), am Aufbau der Zellhül-
le (LPS-Biosyntheseprotein LpC_2544), die Stressantwort (KatG und OsmC), die Bio-
synthese von Sekundärmetaboliten (4-Hydroxy-tetrahydrodipicolinat Synthase), Si-
gnaltransduktion oder die Transkription involviert (RNA-Polymerase ß-Untereinheit).
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Abbildung 5.16: Postulierte Funktionen der im Sekretom der proA-Deletionsmutante dezimier-
ten sowie nur im Wildtyp-Sekretom vorkommenden Proteine. (A) Mögliche Funktionen der im
L. pneumophila Corby ∆proA-Sekretom dezimierten Proteine. (B) Mögliche Funktionen der nur im
L. pneumophila Corby WT-Sekretom vorkommenden Proteine. Mehrfachnennungen sind durch multi-
ple Proteinfunktionen möglich. Vorhersage anhand der Gen- und Genomdatenbank KEGG.
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Etwa 7 % der im Sekretom der proA-defizienten Mutante dezimiert vorliegenden Pro-
teine konnte keiner der genannten Funktionen zugeordnet werden. Des Weiteren waren
18 % der im Sekretom von L. pneumophila Corby ∆proA dezimierten und bei 9 % der
nur im Wildtyp-Sekretom vorkommenden Proteine hypothetische Proteine.
Um auszuschließen, dass es bei der Isolation des Sekretoms möglicherweise zu einer
Zelllyse des Wildtyps gekommen war, wurden Proben aus stationären Flüssigkulturen
von L. pneumophila Corby WT und L. pneumophila Corby ∆proA in seriellen Verdün-
nungen auf BCYE-Agar ausplattiert. Anschließend wurden die Bakterien, wie bei der
Isolation des Sekretoms, zentrifugiert und erneut Proben ausplattiert. Nach Auszählen
der gewachsenen Kolonien wurde die jeweilige cfu/mL bestimmt und die Werte vor
und nach der Zentrifugation miteinander verglichen (Abb. 5.17).
Abbildung 5.17: Bestimmung der koloniebildenden Einheiten vor und nach der Zentrifugation.
Flüssigkulturen von L. pneumophila Corby WT und L. pneumophila Corby ∆proA wurden in YEB-
Medium auf eine OD600 von 3,2 - 3,4 wachsen gelassen. Durch Ausplattieren auf BCYE-Agarplatten
wurde die jeweilige cfu/mL vor (schwarz) und nach (weiß) der Zentrifugation bestimmt. Die Signifikanz
wurde mittels Student´s t-Test ermittelt. Bei beiden Stämmen konnte kein signifikanter Unterschied in
der cfu/mL beobachtet werden. Die Vitalität der Zellen wurde somit durch das Isolationsverfahren nicht
beeinträchtigt. ± SD.
Die ermittelte cfu/mL des Wildtyps vor der Zentrifugation lag durchschnittlich bei
1,9 x 1011, danach bei 6,5 x 1011. Bei der proA-Deletionsmutante lag die durchschnitt-
liche cfu/mL vor der Zentrifugation bei 3,1 x 1012, danach bei 7,7 x 1012. Das Verfah-
ren zur Isolation des Sekretoms hatte somit keine Auswirkungen auf die Vitalität der
Legionellen. In anschließenden Untersuchungen wurden die Auswirkungen des verän-
derten Sekretoms auf den Phänotyp von L. pneumophila Corby ∆proA analysiert, um
die Ergebnisse der Massenspektrometrie zu verifizieren (siehe Kapitel 5.3).
140
5 Ergebnisse
5.2.6 ProA hat keinen Einfluss auf das Sekretomprofil in
CDM
In nährstoffreichem YEB-Medium konnten deutliche Unterschiede im Sekretionspro-
fil zwischen L. pneumophila Corby WT und L. pneumophila Corby ∆proA detektiert
werden. In weiteren Versuchen im Rahmen einer Masterarbeit von Lina Scheithauer
(2016) wurde nun der Einfluss von ProA auf die Proteinsekretion in nährstoffarmem
CDM untersucht. Dazu wurden 50 mL-Kulturen beider Stämme in CDM angesetzt
und der Kulturüberstand nach Erreichen der stationären Phase bei OD600 1,5 isoliert
und sterilfiltriert. Die Sekretomproteine wurden mit TCA gefällt und nach mehreren
Waschschritten mit Ethanol in einem geringen Volumen Rehydratisierungspuffer ge-
löst. Mittels Bradford-Assay mit Roti®-Nanoquant wurden die Proteinkonzentrationen
bestimmt. Da die Proteinkonzentrationen beider Stämme in allen Wachstumsphasen
gleich waren, wurden für die SDS-PAGE je 20 µg Protein pro Stamm eingesetzt (siehe
Kapitel 5.2.3). Das SDS-Gel wurde mit Coomassie Silver-Blue gefärbt und das Sekre-
tionsprofil von Wildtyp und proA-negativer Mutante miteinander verglichen. Weiterhin
wurde ein Western Blot durchgeführt und ProA mittels spezifischem anti-ProA Anti-
körper und Alkalischer Phosphatase-Reaktion detektiert (Abb. 5.18).
Für die Sekretionsprofile von L. pneumophila Corby WT (1) und L. pneumophila Cor-
by ∆proA (3) waren auf dem Coomassie Silver-Blue-gefärbtem SDS-Gel in CDM kei-
ne signifikanten Unterschiede erkennbar (Abb. 5.18 A). Beide Stämme zeigten zwei
distinkte Banden. Eine lag knapp über 70 kDa-Markerbande, die zweite etwas unter-
halb der 55 kDa-Markerbande. Weiterhin waren bei sämtlichen Molekulargewichten
nicht weiter spezifizierbare Proteinbanden zu erkennen. Auffällig war hier das Fehlen
der ProA-Bande bei 38 kDa. Im Western Blot konnten mittels spezifischem anti-ProA
Antikörper eine dominante Bande bei 40 kDa und weniger stark ausgeprägte, diffu-
se Banden mit geringerem Molekulargewicht detektiert werden (Abb. 5.18 B). Somit
konnten keine Unterschiede im Sekretionsprofil von L. pneumophila Corby WT und
L. pneumophila Corby ∆proA bei Wachstum in CDM beobachtet werden. Jedoch lag
ein deutlicher Unterschied zum Sekretionsprofil bei Wachstum in YEB-Medium vor
(vergleiche Kapitel 5.2.4). ProA konnte zwar in CDM nachgewiesen werden, jedoch
in stark reduzierter Konzentration. Um zu analysieren, ob das Major secretory prote-
in bei Kultivierung in CDM möglicherweise weniger sezerniert wird, wurden weiter-
hin die Proteine der Zellpellets von Wildtyp und proA-negativer Mutante untersucht.
Auf dem Coomassie Silver-Blue-gefärbten SDS-Gel ließen sich zahlreiche Protein-
141
5 Ergebnisse
Abbildung 5.18: Vergleich der Proteinprofile des Wildtyps und der proA-defizienten Mutante in
CDM. Kulturen von L. pneumophila Corby WT und L. pneumophila Corby∆proA wurden nach Kulti-
vierung in CDM in der Stationärphase geerntet. Die Proteine des Kulturüberstands wurden mittels TCA
gefällt und aufkonzentriert, Proteine der Zellpellets wurden durch Aufkochen in 4 x SDS-Ladepuffer
gewonnen. Der Nachweis erfolgte auf dem SDS-Gel (links) durch Coomassie Silver-Blue. Im Western
Blot (rechts) wurde ProA durch einen spezifischen anti-ProA Antikörper und Alkalische Phosphatase-
Reaktion detektiert. Pro Stamm wurden jeweils 20 µg Protein aufgetragen, als Marker (M) wurde die Pa-
geRuler™Prestained Protein Ladder von Thermo Scientific verwendet. (1) Sekretom des Wildtyps, (2)
Zellpellet des Wildtyps, (3) Sekretom der proA-defizienten Mutante, (4) Zellpellet der proA-defizienten
Mutante. ProA konnte nur im Sekretom von L. pneumophila Corby WT nachgewiesen werden.
banden im Zellpellet beider Stämme nachweisen (Abb. 5.18 A). Dabei waren keine
Unterschiede zwischen Wildtyp (2) und proA-negativer Mutante (4) zu verzeichnen.
Distinkte Banden konnten bei 70 kDa, ca. 60 kDa und ca. 50 kDa beobachtet werden.
Weiterhin waren viele unterschiedlich stark ausgeprägte bis diffuse Banden bei sämt-
lichen Molekulargewichten detektierbar. Bei 38 kDa, was dem Molekulargewicht des
sezernierten ProA entspricht, war auf dem SDS-Gel keine Bande zu erkennen. Mittels
spezifischem anti-ProA Antikörper und Alkalischer Phosphatase-Reaktion konnte im
Sekretom des Wildtyps ProA eindeutig nachgewiesen werden (Abb. 5.18 B). Sowohl
im Zellpellet von L. pneumophila Corby WT (2) als auch in L. pneumophila Corby
∆proA (4) konnte keine spezifische Antikörperreaktion für ProA detektiert werden.
Somit lag bei Kultivierung in CDM keine verminderte Sekretion der Protease vor.
Im Vergleich zum nährstoffreichen YEB-Medium besteht CDM nur aus Aminosäure-
Zusätzen. Proteinhaltige Zugaben wie Hefeextrakt oder Pepton sind dagegen nicht ent-
halten. Somit könnte das verminderte Vorhandensein von ProA auf einen niedrigeren
Proteingehalt des Mediums zurückzuführen sein. Um zu analysieren, ob die Zuga-
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be bestimmter Proteine oder proteinhaltiger Zusätze die Produktion der Protease in
CDM wieder auf ein YEB-ähnliches Level anhebt, wurden Kulturen von L. pneumo-
phila Corby WT und L. pneumophila Corby ∆proA jeweils in CDM ohne Zusatz, mit
1 µg/mL Casein, 1 µg/mL humanem Lungenproteom oder 1 µg/mL THP-1-Proteom
kultiviert. Weiterhin wurde die Möglichkeit einer Kalzium-abhängigen Produktion,
wie der zu ProA homologen Elastase aus P. aeruginosa, untersucht (Olson and Oh-
man, 1992). Dafür wurden der Wildtyp und die proA-negative Mutante in Kalzium-
freiem CDM inkubiert, um zu analysieren, ob es dabei zu einer kompletten Inhibition
der ProA-Produktion kommt (Abb. 5.19).
Abbildung 5.19: Einfluss von unterschiedlichen Proteinquellen und Ca2+-Defizienz auf die Pro-
duktion von ProA in CDM. Wildtyp und proA-defiziente Mutante wurden in CDM unter Zusatz unter-
schiedlicher Proteine oder Proteinextrakte, bzw. in CDM ohne Kalzium inkubiert. Das Sekretom wurde
durch TCA-Fällung der Kulturüberstände isoliert und die enthaltenen Proteine via SDS-PAGE aufge-
trennt. Der Nachweis der Proteine auf dem SDS-Gel (A) erfolgte mit Coomassie Silver-Blue. ProA
wurde im Western Blot (B) mittels spezifischem anti-ProA Antikörper und Alkalischer Phosphatase-
Reaktion detektiert. Es wurden jeweils 20 µg Protein pro Stamm aufgetragen, als Marker (M) wurde die
PageRuler™ Prestained Protein Ladder von Thermo Scientific verwendet. (1) Sekretom von L. pneu-
mophila Corby WT, (2) Sekretom von L. pneumophila Corby ∆proA, (3) L. pneumophila Corby WT +
1 µg/mL Casein, (4) L. pneumophila Corby ∆proA + 1 µg/mL Casein, (5) L. pneumophila Corby WT
+ 1 µg/mL humanes Lungenproteom, (6) L. pneumophila Corby ∆proA + 1 µg/mL humanes Lungen-
proteom, (7) L. pneumophila Corby WT + 1 µg/mL THP-1-Proteom, (8) L. pneumophila Corby∆proA
+ 1 µg/mL THP-1-Proteom, (9) L. pneumophila Corby WT in CDM ohne Ca2+, (10) L. pneumophila
Corby ∆proA in CDM ohne Ca2+. Die Inkubation mit verschiedenen Proteinzusätzen sowie in CDM
ohne Kalzium führte zu keiner Veränderung in der ProA-Produktion.
Auf dem SDS-Gel waren dabei keine Unterschiede zwischen den einzelnen Proben zu
erkennen. Alle Bedingungen wiesen zwei dominante Proteinbanden bei etwas mehr
als 70 kDa und knapp unterhalb der 55 kDa-Markerbande auf sowie viele, teils diffuse
Banden bei allen Molekulargewichten. Auch der Nachweis von ProA mittels Wes-
tern Blot ergab keine Unterschiede bei Inkubation der Legionellen-Stämme mit Prote-
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in, Proteinextrakten oder in CDM ohne Kalzium. Nur bei den Wildtyp-Proben waren
Proteinbanden mit gleicher Ausprägung bei ca. 40 kDa erkennbar. Somit konnte die
Produktion von ProA nicht durch Zugabe von Protein oder Proteinextrakten erhöht
werden. Auch eine Kalzium-abhängigkeit konnte bei diesen Untersuchungen ausge-
schlossen werden.
5.3 Phänotypische Untersuchung der
proA-Deletionsmutante in Bezug auf das
veränderte Sekretom
Die massenspektrometrische Untersuchung des Sekretoms von L. pneumophila Cor-
by ∆proA und der Vergleich mit L. pneumophila Corby WT ergaben deutliche Un-
terschiede in der Zusammensetzung beider Sekretome. Dabei zeigte sich, dass viele
Proteine im Kulturüberstand der proA-Deletionsmutante unterrepräsentiert oder auch
gar nicht vorhanden waren (vergleiche Kapitel 5.2.5). In weiteren Analysen sollten
anschließend die phänotypischen Auswirkungen dieses veränderten Sekretoms un-
tersucht und gleichzeitig die Ergebnisse der Massenspektrometrie verifiziert werden.
Dazu wurden zwei, im Sekretom der proA-negativen Mutante dezimiert vorliegende
Proteine identifiziert, die bereits in früheren Analysen untersucht wurden und deren
inaktive Mutanten einen phänotypisch nachweisbaren Effekt zeigten. Dabei handelte
es sich zum einen um die Katalase/Peroxidase KatG (LpC_0271), welche im Sekre-
tom der proA-negativen Mutante 20,67-fach weniger vorkam. Zum anderen konnte die
Tyrosin-Phosphatase LpC_3106 identifiziert werden, die im Sekretom von L. pneu-
mophila Corby ∆proA 1031,12-fach reduziert vorlag. In weiteren Experimenten sollte
untersucht werden, ob die proA-negative Mutante möglicherweise ähnliche phänoty-
pisch nachweisbare Effekte zeigt, wie inaktive Mutanten bzw. Deletionsmutanten von
KatG (KatA) und der Tyrosin-Phosphatase (LppA). Die Ergebnisse werden in den fol-
genden Unterkapiteln behandelt.
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5.3.1 ProA hat keinen Einfluss auf das Wachstum in
Anwesenheit von H2O2
L. pneumophila besitzt zwei bifunktionale Katalasen/Peroxidasen. In L. pneumophila
Philadelphia JR32 sind diese als KatA und KatB annotiert. Mutanten von L. pneu-
mophila Philadelphia JR32, in denen KatA inaktiviert wurde, zeigten sich sensitiv
gegenüber exogenem H2O2 und ein verringertes Überleben in der stationären Pha-
se (Bandyopadhyay and Steinman, 2000). Sequenzvergleiche von der im Sekretom
von L. pneumophila Corby ∆proA weniger vorkommenden KatG (katG) mit dem
Programm BLAST ergaben eine 99 %-ige Identität mit KatA (katA). Um zu Über-
prüfen, ob für L. pneumophila Corby ∆proA durch das verringerte Vorkommen der
Katalase/Peroxidase im Sekretom ein Einfluss auf das Wachstum in Anwesenheit von
H2O2 detektiert werden kann, wurden Kulturen von L. pneumophila Corby WT und
L. pneumophila Corby ∆proA zunächst auf eine Zellzahl von 1 x 108 Zellen/mL ein-
gestellt. Serielle Verdünnungen der Kulturen wurden auf eckige BCYE-Agarplatten,
die verschiedene H2O2-Konzentrationen (200 mM, 300 mM und 400 mM) enthielten,
aufgetropft und nach Inkubation von 3-4 Tagen bei 37 °C fotografisch dokumentiert.
Weiterhin wurden die koloniebildenden Einheiten bestimmt (Abb. 5.20).
Auf den BCYE-Agarplatten war bei allen H2O2-Konzentrationen sowohl für L. pneu-
mophila Corby WT als auch für L. pneumophila Corby ∆proA für alle Verdünnungs-
stufen ein Wachstum zu erkennen. Die Legionellen wuchsen dabei kreisförmig, da die
Kulturen als 10 µL-Tropfen auf die Agarplatten gegeben wurden. Einzelne Kolonien
waren ab einer Verdünnung von 10-5, bzw. einer eingestellten Zellzahl von 103/mL
zu beobachten. Da das Wachstum beider Stämme bei allen H2O2-Konzentrationen vi-
suell relativ identisch schien, wurden anschließend nur die koloniebildenden Einhei-
ten nach Wachstum in Anwesenheit der höchsten Wasserstoffperoxid-Konzentration,
bei 400 µM, bestimmt (siehe Abb. 5.20 D). Bei Wachstum auf BCYE-Agarplatten in
Anwesenheit von H2O2 konnten keine Unterschiede zwischen dem Wildtyp und der
proA-negativen Mutante detektiert werden.
Da H2O2 sehr instabil ist und sich bei der Zugabe in noch flüssiges, warmes Agar-
Medium sowie der langen Inkubationszeit der Legionellen von 3-4 Tagen leicht zer-
setzt, wurden die Analysen auch in flüssigem YEB-Medium durchgeführt. Dazu wur-
den Kulturen von L. pneumophila Corby WT und L. pneumophila Corby ∆proA in
YEB-Medium auf eine OD600 von 0,01 eingestellt. Die Bakterien wurden in Anwesen-
heit von 0 mM, 0,039 mM, 0,078 mM, 0,156 mM, 0,313 mM, 0,625 mM, 1,25 mM,
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Abbildung 5.20: Wachstum von L. pneumophila Corby WT und L. pneumophila Corby∆proA auf
BCYE-Agar mit H2O2. Kulturen von L. pneumophila Corby WT und L. pneumophila Corby ∆proA
wurden auf eine Zellzahl von 1 x 108 eingestellt und in serieller Verdünnung auf BCYE-Agarplatten
mit (A) 200 mM, (B) 300 mM und (C) 400 mM H2O2 ausplattiert und für 3-4 Tage bei 37 °C inkubiert.
Die gewachsenen Kolonien wurden ausgezählt und die koloniebildenden Einheiten pro mL (cfu/mL)
bestimmt (D). Hierbei wurden die Ergebnisse aus vier unabhängig voneinander durchgeführten Experi-
menten berücksichtigt. Dargestellt sind die cfu/mL nach Inkubation in Anwesenheit von 400 µM H2O2.
Es wurden für die proA-negative Mutante im Vergleich zum Wildtyp keine Unterschiede im Wachstum
auf BCYE-Agar mit H2O2 beobachtet. ± SD: Standardabweichung der Einzelwerte aus vier unabhän-
gigen Experimenten.
2,5 mM, 5 mM und 10 mM H2O2 in 96-well-Platten für 24 h bei 37 °C und 200 rpm
schüttelnd inkubiert. Anschließend wurde die OD600 bestimmt (Abb. 5.21).
Bei Inkubation ohne H2O2 und in Anwesenheit von niedrigen Wasserstoffperoxid-
Konzentrationen (0,039 mM und 0,078 mM) lagen die OD600 von L. pneumophila
Corby WT und L. pneumophila Corby ∆proA mit Werten zwischen 0,4 und 0,44 am
höchsten. Dabei waren jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden
Stämmen zu verzeichnen. Bei einer H2O2-Konzentration von 0,156 mM lag die mitt-
lere OD600 des Wildtyps nur noch bei ca. 0,32, die OD600 der proA-negativen Mutante
bei ca. 0,39. Somit konnte durch die Erhöhung des Wasserstoffperoxids eine leich-
te Reduktion des Wachstums für beide Stämme beobachtet werden, wobei diese für
den Wildtyp sogar etwas stärker ausfiel. Jedoch waren diese Unterschiede nicht signi-
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Abbildung 5.21: Wachstum von L. pneumophila Corby WT und L. pneumophila Corby ∆proA
in YEB in Anwesenheit von H2O2. Kulturen von L. pneumophila Corby WT und L. pneumophila
Corby ∆proA wurden in YEB-Medium auf eine OD600 von 0,01 eingestellt. In 96-well-Platten wurden
die Bakterien in Anwesenheit von 0 mM, 0,039 mM, 0,078 mM , 0,156 mM, 0,313 mM, 0,625 mM,
1,25 mM, 2,5 mM, 5 mM und 10 mM H2O2 über 24 h inkubiert. Anschließend wurde die OD600 be-
stimmt. Die Ergebnisse wurden aus drei unabhängig voneinander durchgeführten Experimenten be-
rechnet. Bei sämtlichen H2O2-Konzentrationen waren keine Unterschiede im Wachstum zwischen dem
Wildtyp und der proA-defizienten Mutante zu beobachten. ± SD: Standardabweichung der Einzelwerte
aus drei unabhängigen Experimenten.
fikant. In Anwesenheit von 0,313 mM H2O2 im Medium konnte für L. pneumophila
Corby WT und L. pneumophila Corby ∆proA eine OD600 von ungefähr 0,28 gemes-
sen werden. Damit reduzierte sich, durch die Erhöhung der H2O2-Konzentration, das
Wachstum beider Stämme um ca. 30-36 % im Vergleich zum Wachstum ohne H2O2-
Zugabe. In Anwesenheit von 0,625-10 mM H2O2 verringerte sich die OD600 für beide
Stämme nur noch geringfügig bis auf ungefähr 0,28. Es wurde auch eine Konzentration
von 20 mM H2O2 eingesetzt. Jedoch ergaben die späteren Auswertungen teils negative
Werte, weshalb sie für die weitere Berechnung nicht berücksichtigt wurden. Allerdings
ließen diese Ergebnisse darauf schließen, dass das Wachstum von L. pneumophila in
Anwesenheit von 20 mM H2O2 gehemmt wurde.
Zusammenfassend zeigten die Resultate beider Versuche, dass ein 20,67-fach geringe-
res Vorkommen von KatG im Sekretom der proA-negativen Mutante keinen Einfluss
auf das Wachstum in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid, sowohl auf Festmedien als
auch in Flüssigkultur, hat.
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5.3.2 ProA beeinflusst das Stationary Phase Survival
Für die Katalase/Peroxidase KatA aus L. pneumophila Philadelphia JR32, das Homo-
log zu KatG aus L. pneumophila Corby, konnte ein Einfluss auf das Überleben der
Bakterien in der stationären Phase (Stationary Phase Survival) festgestellt werden. So
war bei katA-Nullmutanten das Überleben der Legionellen im Vergleich zum Wild-
typ um 100-10.000-fach reduziert. Da KatA ein periplasmatisches Protein ist, hilft es
den Bakterien durch seine Peroxidase-Aktivität in Gegenwart von H2O2 zu überleben,
welches bei Kulturen in der Stationärphase vermehrt außerhalb des Zytosols entsteht
(Bandyopadhyay and Steinman, 2000). Um zu überprüfen, ob ein verringertes Vor-
kommen von KatG im Sekretom der proA-negativen Mutante einen Einfluss auf das
Stationary Phase Survival hat, wurden 250 mL-Kulturen von L. pneumophila Corby
WT und L. pneumophila Corby ∆proA in YEB-Medium mit einer Anfangs-OD600 von
0,03 inokuliert und über 4 Tage bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. In Abständen von
ca. 12 h wurde die OD600 vermessen und die Kulturen in seriellen Verdünnungen auf
BCYE-Agarplatten ausplattiert. Nach ca. 3-4 Tagen Inkubation der Platten bei 37 °C
wurden die gewachsenen Kolonien gezählt und die cfu/mL der jeweiligen Zeitpunkte
bestimmt. Aus den logarithmierten Werten wurde eine Vier-Parameter-Generalisierung
der logistischen Kurve erstellt, die das Wachstum und Absterben einer Population ein-
schließt (Jolicoeur and Pontier, 1989) (Abb. 5.22).
Zu Beginn des Wachstumsversuches (0 h) waren die ermittelten koloniebildenden Ein-
heiten von L. pneumophila Corby WT und L. pneumophila Corby ∆proA relativ ähn-
lich. Beim Wildtyp lag diese durchschnittlich bei 1,9 x 107 cfu/mL, bei der proA-
Deletionsmutante bei 1,5 x 107 cfu/mL. Auch nach 18 h Inkubation konnten für beide
Stämme ähnliche Werte von 3,8 x 109 cfu/mL (Wildtyp) und 6,7 x 109 cfu/mL (proA-
negative Mutante) bestimmt werden. Das Maximum der logistischen Wachstumskurve
des Wildtyps wurde nach ca. 39 h mit ungefähr 1,5 x 1012 cfu/mL erreicht. Ähnliche
cfu-Werte konnten auch für das Maximum der proA-Deletionsmutante bestimmt wer-
den. Jedoch erreichte diese die maximale cfu/mL erst nach ca. 49 h. Das Wachstum
der proA-defizienten Mutante schien somit verzögert im Vergleich zum Wildtyp. Die
Absterbephase konnte für L. pneumophila Corby WT ab ca. 42 h nach Beginn des
Versuchs beobachtet werden. Die durchschnittliche cfu sank dabei zunächst leicht auf
1,2 x 1012/mL und reduzierte sich nach 65 h weiter auf 2,0 x 106/mL. Nach 96 h er-
reichte der Wildtyp eine durchschnittliche cfu/mL von 1,0 x 102. Die Absterbephase
der proA-Deletionsmutante begann erst nach ungefähr 54 h nach Beginn des Expe-
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Abbildung 5.22: Stationary Phase Survival von L. pneumophila in YEB-Medium. Flüssigkultu-
ren von L. pneumophila Corby WT (schwarz) und L. pneumophila Corby (rot) wurden über mehrere
Tage inkubiert. In Abständen von ca. 12 h wurde die OD600 gemessen und die Kulturen auf BCYE-
Agar ausplattiert. Die gewachsenen Kolonien wurden gezählt und die cfu/mL bestimmt. Dargestellt
ist der natürliche Logarithmus der cfu/mL in Relation zur Zeit. Daraus wurde eine Vier-Parameter-
Generalisierung der logistischen Kurve nach Jolicoeur and Pontier (1989) erstellt. Die Ergebnisse wur-
den aus drei unabhängigen Experimenten, jeweils in Doppelbestimmung, zusammengefasst. Für die
proA-Deletionsmutante konnte im Vergleich zum Wildtyp ein deutlich schnelleres Absterben in der
stationären Phase beobachtet werden.
riments, jedoch verlief diese deutlich schneller als beim Wildtyp. So lag die durch-
schnittliche cfu nach 65 h bei 1,3 x 105/mL und war somit im Vergleich zum Wildtyp
signifikant reduziert. Nach 72 h konnten bereits teilweise keine Kolonien mehr auf
den BCYE-Agarplatten ausgezählt werden. Nach ca. 90 h erreichte die Absterbekurve
von L. pneumophila Corby ∆proA ihren Nullpunkt. Die Ergebnisse dieses Versuches
zeigten, dass eine Deletion des proA-Gens zu einer Verminderung des Stationary Pha-
se Survival von L. pneumophila führt. Weiterhin konnte durch Bestimmung der cfu
nachgeweisen werden, dass die proA-Deletionsmutante ein verzögertes Wachstum in
YEB-Medium aufweist.
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5.3.3 ProA beeinflusst das Wachstum in Anwesenheit von
Phytat
Als Umweltbakterium kolonisiert L. pneumophila Biofilme und Protozoen. In diesen
Umgebungen ist die Komponente Hexa-Phospho-Inosit (Phytat) allgegenwärtig und
dient als Phosphatspeicher und Siderophor. In L. pneumophila Philadelphia JR32 wur-
de kürzlich das Dot/Icm-Substrat LppA, eine Phytat-Phosphatase, charakterisiert. Ei-
ne Deletionsmutante von lppA zeigte ein verringertes Wachstum in Anwesenheit von
Phytat im Vergleich zum Wildtyp-Stamm. Weiterhin konnte sich die lppA-negative
Mutante schlechter in Phytat-beladenen A. castellanii sowie D. discoideum replizieren
(Weber et al., 2014). Die im Sekretom von L. pneumophila Corby ∆proA weniger vor-
kommende Tyrosin-Phosphatase LpC_3106 weist eine 98 %-ige Identität mit LppA
auf. In weiteren Versuchen wurde daher analysiert, ob für die proA-defiziente Mutante
ebenfalls ein Wachstumsnachteil in Anwesenheit von Phytat bestand.
Es wurden Wachstumsversuche mit L. pneumophila Corby WT und L. pneumophila
Corby ∆proA in 96-well-Platten in Anwesenheit unterschiedlicher Konzentration an
Phytat (0-20 mM) angesetzt (Abb. 5.23). Die Anfangs-OD600 betrug 0,1. Nach Inkuba-
tion von 5 Tagen bei 24 °C und 250 rpm wurde die OD600 gemessen. Als Kontrolle wur-
den L. pneumophila Corby WT und L. pneumophila Corby ∆proA ohne Phytat-Zugabe
(0 mM) inkubiert. Hier zeigte sich kein Unterschied im Wachstum nach 5 d bei 24 °C.
Die Phytat-Konzentration im Medium wurde schrittweise erhöht. Es ergaben sich für
beide Stämme sinkende OD600-Werte in Relation zur steigenden Phytat-Konzentration.
Auffällig war, dass die OD600 des Wildtyps bei Phytat-Zugabe stets niederiger ausfiel,
als die der proA-defizienten Mutante. So lag die mittlere OD600 von L. pneumophila
Corby WT bei 2 mM Phytat im Medium bei 0,96, bei L. pneumophila Corby ∆proA
jedoch bei 1,05. Noch deutlicher wurde der Unterschied bei höheren Konzentrationen
wie beispielsweise bei 8 mM Phytat. Hier konnte für den Wildtyp eine durchschnittli-
che OD600 von 0,69 und für die proA-negative Mutante eine OD600 von 0,87 detektiert
werden. Jedoch waren die Unterschiede bis zu einer Phytat-Konzentration von 10 mM
nicht signifikant unterschiedlich. Erst bei 15 mM Phytat im Medium konnte eine si-
gnifikante Differenz nachgewiesen werden. Die mittlere OD600 von L. pneumophila
Corby WT lag bei 0,18 und von L. pneumophila Corby ∆proA bei 0,45. Bei Anwe-
senheit von 20 mM Phytat im Medium wurde für beide Stämme kein Wachstum mehr
gemessen. Die Ergebnisse dieses Experiments ergaben ein im Vergleich zum Wildtyp
verbessertes Wachstum von proA-defiziente Mutante in Anwesenheit von Phytat.
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Abbildung 5.23: Wachstum von L. pneumophila Corby WT und L. pneumophila Corby ∆proA in
Anwesenheit von Phytat. Kulturen von L. pneumophila Corby WT und L. pneumophila Corby∆proA
wurden in YEB-Medium auf eine OD600 von 0,1 eingestellt. in 96-well-Platten wurden die Bakterien
in Anwesenheit von 0 mM, 2 mM, 5 mM, 7 mM, 8 mM, 9 mM, 10 mM, 15 mM und 20 mM Phytat
über 5 d bei 24 °C inkubiert. Anschließend wurde die OD600 bestimmt. Dargestellt sind die Ergebnisse
aus sechs unabhängig voneinander durchgeführten Experimenten. In Anwesenheit von 15 mM Phytat
konnte für die proA-defiziente Mutante ein signifikant verbessertes Wachstum festgestellt werden. Die
Signifikanz wurde mit Hilfe des Student´s t-Test ermittelt (**p ≤ 0,01), ± SEM.
5.3.4 ProA beeinflusst die intrazelluläre Replikation in
A. castellanii in Anwesenheit von Phytat
In früheren Versuchen konnte für eine lppA-defiziente Mutante von L. pneumophi-
la Philadelphia JR32 eine verminderte Replikation in Phytat-beladenen A. castella-
nii nachgewiesen werden (Weber et al., 2014). Da das homologe Protein LpC_3106
(Tyrosin-Phosphatase) im Sekretom der proA-negativen Mutante von L. pneumophila
Corby 1031,12-fach reduziert vorlag, wurde in diesem Versuch ein möglicher Ein-
fluss von Phytat auf die Replikation von L. pneumophila Corby in A. castellanii un-
tersucht. Dazu wurden die A. castellanii-Zellen zunächst mit schrittweise erhöhten
Phytat-Konzentrationen kultiviert, bis diese am Ende bei 10 mM lag. Die Phytat-
beladenen A. castellanii wurden mit einer MOI von 0,02 mit L. pneumophila Corby
WT, L. pneumophila Corby∆dotA und L. pneumophila Corby ∆proA infiziert. Nach
2 h, 24 h, 48 h und 72 h wurden Proben auf BCYE-Agar ausplattiert und nach 3-
4 Tagen Inkubation bei 37 °C durch Auszählen der gewachsenen Kolonien die cfu/mL
bestimmt (Abb. 5.24).
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Abbildung 5.24: Infektion von A. castellanii in Anwesenheit von Phytat. A. castellanii-Zellen wur-
den mit schrittweise erhöhten Phytat-Konzentrationen inkubiert, bis diese bei 10 mM lag. Die Phytat-
beladenen A. castellanii wurden mit L. pneumophila Corby WT (Kreis), L. pneumophila Corby∆dotA
(Quadrat) und L. pneumophila Corby∆proA (Dreieck) mit einer MOI von 0,02 infiziert. Nach 2 h, 24 h,
48 h und 72 h wurde jeweils die cfu/mL bestimmt. Nach 24 h konnte für die proA-Deletionsmutante eine
signifikant reduzierte cfu/mL nachgewiesen werden. Auch nach 72 h wurde für L. pneumophila Corby
∆proA eine Erhöhung der cfu/mL ermittelt, während die Zellzahl von L. pneumophila Corby WT kon-
stant blieb. Der Effekt konnte jedoch nicht auf die Anwesenheit von Phytat zurückgeführt werden (siehe
Kapitel 5.4.4). Die Signifikanz wurde mit Hilfe des Student´s t-Test ermittelt (*p ≤ 0,05), **p ≤ 0,01,
***p ≤ 0,001). ± SEM: Standardfehler des Mittelwerts der Einzelwerte aus sechs unabhängigen Ver-
suchen.
Die cfu/mL des Wildtyps betrug nach 2 h durchschnittlich 1,4 x 103, erhöhte sich nach
24 h auf 2,7 x 104 und nach 48 h auf 3,2 x 106. Dies entsprach einer Replikation
um das 2286-fache. Nach 72 h sank die Zellzahl von L. pneumophila Corby WT auf
2,3 x 106. Für die replikationsgeschwächte dotA-Deletionsmutante wurde zu Beginn
der Infektion (2 h) eine cfu/mL von 3,3 x 102 detektiert. Diese war somit, im Vergleich
zum 2 h-Wert des Wildtyps um ein 4-faches signifikant reduziert. Nach 24 h sank die
cfu/mL weiter auf 2,3 x 100. In der späten Phase der Infektion, nach 48 h und 72 h,
konnten nur noch vereinzelt Kolonien ausgezählt werden. Für die proA-defiziente Mu-
tante konnte zu Beginn der Infektion, nach 2 h , eine cfu/mL von 1,0 x 103 beobachtet
werden. Im Gegensatz zu einer Infektion ohne Phytat-Zugabe war hier keine signi-
fikante Differenz zum Wildtyp erkennbar (vergl. Kapitel 5.4.4). Nach 24 h war eine
leichte Verzögerung der intrazellulären Replikation im Vergleich zum Wildtyp zu be-
obachten. So lag die cfu/mL zu diesem Zeitpunkt für L. pneumophila Corby ∆proA
bei ca. 1,1 x 104, bei L. pneumophila Corby WT dagegen bei ca. 3,0 x 104. Dieser Un-
terschied erwies sich als signifikant und konnte bei Infektion von A. castellanii ohne
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Phytat nicht beobachtet werden (vergl. Kapitel 5.4.4). Nach 48 h lag die cfu/mL für
beide Stämme bei ungefähr 3 x 106. Erst nach 72 h Inkubation konnte eine signifikante
Differenz in der intrazellulären Replikation zwischen der proA-negativen Mutante und
dem Wildtyp ermittelt werden. So lag die cfu/mL für L. pneumophila Corby WT bei ca.
2 x 106, die cfu/mL für L. pneumophila Corby ∆proA dagegen bei 2 x 107. Die proA-
negative Mutante konnte sich also nach 72 h weiterhin in A. castellanii vermehren, der
Wildtyp jedoch nicht. In weiteren Infektionsversuchen mit der proA-defizienten Mu-
tante stellte sich jedoch heraus, dass dieser Effekt nicht der Anwesenheit von Phytat
zuzuschreiben war (siehe Kapitel 5.4.4). Zusammenfassend ließ sich feststellen, dass
die proA-Deletionsmutante, bei Anwesenheit von Phytat, nach 24 h eine signifikant
verringerte Replikation in A. castellanii zeigt.
5.4 Phänotypische Charakterisierung von
Protease-Deletionsmutanten
Laut MEROPS-Datenbank1 für Peptidasen sind in L. pneumophila 38 Metallopepti-
dasen annotiert (Rawlings et al., 2016). Jedoch wurden bisher nur wenige von ihnen
bereits untersucht. In den folgenden Unterkapiteln sollen daher nicht nur die weite-
re Funktionen der Zink-Metalloprotease ProA, auf welcher das Hauptaugenmerk in
dieser Arbeit liegt, aufgeklärt werden. Es werden weiterhin phänotypische Merkmale
der Zink-Metallopeptidase LpC_0267 und der Aminopeptidase PepN in Bezug auf die
Fortbewegung und ihrer Rolle bei der Infektion charakterisiert. Diese Peptidasen wa-
ren in den Sekretomen der mip-, bzw. der proA-defizienten Mutante akkumuliert, bzw.
unterrepräsentiert (Rasch, 2016).
5.4.1 Erstellung einer lpc_0267 -Deletionsmutante
Das hypothetische Protein LpC_0267 ist eine Zink-Metalloprotease und gliedert sich
laut MEROPS-Datenbank für Peptidasen in die M20-Familie der Glutamat-Carboxy-
peptidasen ein (Rawlings et al., 2016). Hierbei handelt es sich üblicherweise um Exo-
peptidasen, die Glutamat am C-Terminus von Oligopeptiden hydrolysieren (Sherwood
et al., 1985, Rowsell et al., 1997, Krause et al., 2002). Mit dem Programm SignalP
1http://merops.sanger.ac.uk
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konnte für LpC_0267 eine Signalsequenz vorhergesagt werden. Das Protein wurde bis-
her nicht charakterisiert. Jedoch konnte in früheren Studien beobachtet werden, dass
LpC_0267 im Sekretom einer mip-Deletionsmutante von L. pneumophila Corby ver-
mehrt vorliegt (Rasch, 2016). Um die Zink-Metalloprotease weiter zu untersuchen,
wurde zunächst eine Deletionsmutante erstellt. Dafür wurde zunächst mit Hilfe der
Primer 0267_UFF und 0267_UFR die 5´-flankierende Region (1980 bp) und mit den
Primern 0267_DFF und 0267_DFR die 3´-flankierende Region (1500 bp) amplifiziert.
In einer seperaten PCR wurde weiterhin das nptI-Kanamycinresistenzgen (816 bp)
mit den Primern NptI_Fa und NptI_R vervielfältigt (siehe Abb. 5.8 B). Durch eine
Joining-PCR mit den Primern 0267_UFF und 0267_DFR wurden die up- und down-
stream-Konstrukte, die jeweils einen zur Kanamycinkassette komplementären Über-
hang aufwiesen, mit dem nptI-Gen verbunden.
Abbildung 5.25: Agarosegelelektrophorese der lpc_0267-flankierenden Regionen, der Joining-
PCR und des Deletionskonstrukts. (A) Amplifikation der 5´- und 3´-flankierenden Regionen des
lpc_0267-Gens. Das Amplifikat der 5´-flankierende Region (1) lag bei einer Größe von 1980 bp, die
3´-flankierende Region (2) bei 1500 bp. (B) Erhaltene DNA-Banden nach der Joining-PCR. Das Deleti-
onskonstrukt aus den lpc_0267-flankierenden Regionen und der Kanamycin-Resistenz-Kassette lag bei
einer Gesamtgröße von 4249 bp (roter Kasten). Die entsprechende Bande wurde aus dem Gel ausge-
schnitten und die DNA isoliert. (C) Kolonie-PCR von L. pneumophila Corby ∆lpc_0267. Die Ampli-
fikation der Zielsequenz aus dem Genom der Deletionsmutante ergab ein ca. 4300 bp großes Produkt.
Dies entsprach der Größe des Deletionskonstrukts mit 4249 bp. Dargestellt sind die 1 %-igen Agarose-
gele nach der Färbung mit Ethidiumbromid. Als Marker wurde die 1 kb GeneRuler® DNA-Ladder von
ThermoScientific verwendet.
Die Amplifikation der 5´- und 3´-flankierenden Regionen von lpc_0267 war erfolg-
reich, da auf dem Ethidiumbromid-gefärbten 1 %-igen Agarosegel einzelne Banden
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in Höhe der 2000 bp-, bzw. 1500 bp-Markerbande detektiert werden konnten (Abb.
5.25 A). Diese DNA-Banden entsprachen dem upstream-Fragment (1980 bp), bzw.
dem downstream-Fragment (1500 bp). Das Gelbild der Joining-PCR zeigte verschie-
dene Banden auf unterschiedlichen Höhen (Abb. 5.25 B). Besonders stark ausgeprägt
waren dabei DNA-Banden in Höhe der 1000 bp-, 2500 bp-, 3000 bp- und der 4000 bp-
Markerbanden. Letztere wurde ausgeschnitten, da das Deletionskonstrukt eine Größe
von 4249 bp aufweisen sollte. Nach der Isolierung der DNA aus dem Gel wurde das
Konstrukt in den Vektor pGEM®-T Easy integriert. Nach Transformation von kom-
petenten E. coli DH10ß wurde das Plasmid aus einem positiven Klon reisoliert und
für die Amplifikation des gesamten Deletionskonstruktes mit den Primern 0267_UFF
und 0267_DFR verwendet. Das Amplifikat wurde für die Transformation von L. pneu-
mophila Corby verwendet. Durch die natürliche Kompetenz der Legionellen wurde
das DNA-Konstrukt aufgenommen und die Zielsequenz im Genom durch homologe
Rekombination ersetzt. Der erhaltene lpc_0267-Deletionsstamm wurde anschließend
mittels Kolonie-PCR (Abb. 5.25 C) und Sequenzierung (siehe Anhang) verifiziert.
5.4.2 Erstellung einer pepN-Deletionsmutante
Das Protein PepN ist eine der wichtigsten Aminopeptidasen in Bakterien und unter
anderem für die Hydrolyse von N-terminalem Arginin, Lysin und Alanin zuständig
(Addlagatta et al., 2006). In E. coli ist es an der Degradation von zytosolischen Prote-
inen beteiligt und spielt eine wichtige Rolle bei der zellulären Stressantwort (Chandu
and Nandi, 2003). Bei manchen Bakterien scheint PepN auch einen Einfluss auf die
Virulenz zu haben. So spielt es bei Streptococcus pneumoniae eine Rolle bei Lun-
geninfektionen (Hava and Camilli, 2002). Bei Salmonella enterica moduliert PepN
die systemische Infektionen in Mäusen (Patil et al., 2007). Die Aminopeptidase N
aus L. pneumophila wurde bisher nicht näher charakterisiert. In den zuvor aufgeführ-
ten Sekretomstudien dieser Arbeit konnte für die proA-negative Mutante eine 32-fache
Reduktion von PepN im Überstand im Vergleich zum Wildtyp festgestellt werden (ver-
gleiche Tabelle 5.2). Um die Aminopeptidase weiter zu untersuchen, wurde im Rah-
men einer Bachelorarbeit von Hendrik Schürer (2015) eine pepN-Deletionsmutante in
L. pneumophila Corby erstellt. Da die zuvor bei L. pneumophila Corby ∆proA und
L. pneumophila Corby ∆lpc_0267 verwendete Methode (siehe Kapitel 4.7.4) diesmal
nicht erfolgreich war, wurde das Deletionskonstrukt durch Einfügen von Restriktions-
schnittstellen erzeugt. Dafür wurde zunächst des pepN-Gen zusammen mit den flankie-
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renden Regionen mit den Primern 3095_UFF und 3095_DFR amplifiziert, das Ampli-
fikat in den Vektor pGEM®-T Easy eingebracht und E. coli DH10ß damit transformiert.
Aus einem positiven Klon wurde das Plasmid reisoliert und das pepN-Gen mittels in-
verser PCR mit den Primern 3095_Bam_F und 3095_Kpn_R entfernt. Gleichzeitig
wurden Restriktionsschnittstellen für BamHI und KpnI eingefügt. Das Gentamicin-
Resistenzgen aacC1 wurde ebenfalls mit diesen Schnittstellen amplifiziert, sodass es,
nach einem Restriktionsverdau, einfach in den linearen pGEM®-T Easy-Vektor mit
den pepN-flankierenden Regionen ligiert werden konnte. Nach Transformation kom-
petenter E. coli DH10ß wurde das Plasmid aus einem positiven Klon reisoliert und das
Deletionskontrukt mittels PCR vervielfältigt und durch homologe Rekombination in
das L. pneumophila Corby-Genom eingebracht.
Abbildung 5.26: Agarosegelelektrophorese von pepN mit flankierenden Regionen, der inversen
PCR, der Gentamicinkassette und des Deletionskonstrukts. (A) Amplifikation des pepN-Gens so-
wie der 5´- und 3´-flankierenden Regionen. Das Amplifikat lag bei einer Höhe von 5925 bp. (B) Erhal-
tenen DNA-Banden nach der inversen PCR von pGEM®-T Easy-pepN. Die obere Bande enthielt das
gewünschte Konstrukt (roter Kasten) und lag bei 6348 bp und wurde aus dem Gel augeschnitten und
die DNA isoliert. (C) Amplifikation von aacC1. Das Amplifikat lag bei einer Höhe von 534 bp. (D)
Agarosegel des Deletionskonstrukts nach Einfügen der Gentamicin-Kassette. Das Konstrukt hatte die
gewünschte Größe von 3842 bp. Dargestellt sind die 1 %-igen Agarosegele nach der Färbung mit Ethi-
diumbromid. Als Marker wurde die 1 kb GeneRuler® DNA-Ladder von ThermoScientific verwendet.
Die Amplifikation des pepN-Gens inklusive der 5´- und 3´-flankierenden Regionen
war erfolgreich, da auf dem mit Ethidiumbromid gefärbten 1 %-igen Agarosegel ei-
ne einzelne Bande bei ca. 6000 bp zu erkennen war (Abb. 5.26 A). Diese entsprach
der vorhergesagten Produktgröße von 5925 bp. Das Gelbild nach der inversen PCR
von pGEM®-T Easy-pepN zeigte zwei verschiedene Banden, die jeweils in Höhe der
500 bp- und knapp oberhalb der 6000 bp-Markerbanden zu finden waren. Da das
gewünschte Produkt, bestehend aus dem linearen pGEM®-T Easy und den pepN-
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flankierenden Sequenzen, eine vorhergesagte Größe von 6348 bp hatte, wurde die obe-
re Bande aus dem Gel ausgeschnitten und die DNA isoliert (Abb. 5.26 B). Nachdem
auch das Gentamicin-Resistenzgen (534 bp) erfolgreich amplifiziert werden konnte
(Abb. 5.26 C), wurde nach Ligation mit dem linearen pGEM®-T Easy-Vektor mit
den pepN-flankierenden Regionen und Transformation kompetenter E. coli DH10ß
das Plasmid aus einem positiven Klon reisoliert und das Deletionskonstrukt mittles
PCR vervielfältigt (Abb. 5.26 D). Das Konstrukt hatte dabei die gewünschte Größe
von 3842 bp und wurde für die Transformation von L. pneumophila Corby verwen-
det. Der erhaltene pepN-Deletionsstamm wurde anschließend mittels Kolonie-PCR
und Sequenzierung verifiziert (siehe Anhang).
5.4.3 ProA und PepN beeinflussen die Sliding Motility von
L. pneumophila
Sliding Motility ist eine besondere Form der bakteriellen Oberflächentranslokation, die
unabhängig von Flagellen oder Pili ist. Dabei schleust das Bakterium Tenside aus, die
auf glatten Oberflächen einen Film ausbilden und somit durch Reduktion der Ober-
flächenspannung eine Ausbreitung von Bakterien bewirken. Bei L. pneumophila sind
bei dieser Form der Fortbewegung das T1SS und das T2SS beteiligt (Murray and Kaz-
mierczak, 2008, Stewart et al., 2009, 2011). In dieser Arbeit sollte überprüft werden,
ob die Proteaseaktivität verschiedener L. pneumophila-Proteasen im Zusammenhang
mit der Sliding Motility steht. Diese Versuche wurden zum Teil in Zusammenarbeit mit
Hendrik Schürer (2015) durchgeführt. Dazu wurden je 10 µL einer stationären Kultur
von L. pneumophila Corby WT, L. pneumophila Corby ∆proA, L. pneumophila Corby
∆lpc_0267 und L. pneumophila Corby ∆pepN auf BCYE-Platten mit 0,5 % Agar-
Anteil aufgetropft und bis zu 21 d bei 30 °C inkubiert. Nach 7 d, 14 d und 21 d wurden
die Platten fotographisch dokumentiert und die Flächen von Kolonie und Tensidfilm
durch die Bestimmung der Pixel im Verhältnis zur Fläche der Agarplatte quantifiziert.
Für die Auswertung wurden die Daten aus vier unabhängig voneinander durchgeführ-
ten Experimenten, mindestens in Dreifachbestimmung, herangezogen (Abb. 5.27).
Rein visuell ließen sich dabei keine Unterschiede in der Kolonieform und -größe zwi-
schen L. pneumophila Corby WT, L. pneumophila Corby ∆proA und L. pneumophila
Corby ∆lpc_0267 feststellen (Abb. 5.27 A). Auch die Quantifizierung der Kolonie-
flächen ergab keine signifikanten Unterschiede der genannten Stämme untereinander
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Abbildung 5.27: Kolonieausbreitung durch Sliding Motility bei Proteasemutanten von L. pneu-
mophila. Stationäre Kulturen von L. pneumophila Corby WT, L. pneumophila Corby ∆proA, L. pneu-
mophila Corby ∆lpc_0267 und L. pneumophila Corby ∆pepN wurden auf BCYE-Platten mit 0,5 %
Agar-Anteil aufgetropft und bis zu 21 d bei 30 °C inkubiert. (A) Die Platten wurden nach 7 d, 14 d
und 21 d fotographisch dokumentiert. (B) Die Flächen der Kolonien wurden anschließend quantifiziert
und miteinander verglichen. Die pepN-negative Mutante zeigte nach 21 d eine signifikant vergrößerte
Koloniefläche im Vergleich zum Wildtyp. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des Student´s t-Test ermittelt
(**p ≤ 0,01), ± SD.
(Abb. 5.27 B). Nach 7 d Inkubation wiesen die Kolonien des Wildtyps und der Pro-
teasemutanten L. pneumophila Corby ∆proA und L. pneumophila Corby ∆lpc_0267
Flächen zwischen 2,0 cm2 und 2,4 cm2 auf. Die Koloniefläche des Wildtyps erhöhte
sich nach 14 d Inkubation auf durchschnittlich 4,6 cm2, was einer Zunahme von 50 %
gegenüber dem 7 d-Wert entsprach. Nach 21 d Inkubation betrug die durchschnittliche
Fläche der Kolonien 5,9 cm2 und steigerte sich dementsprechent um 26 % gegenüber
dem 14 d-Wert. Die Gesamtzunahme der Koloniefläche des Wildtyps zwischen 7 d und
21 d lag somit bei 3,6 cm2, bzw. 61 %. Die proA-defiziente Mutante erreichte ähnliche
Werte wie der Wildtyp. Nach 14 d Inkubation betrug die durchschnittliche Kolonieflä-
che 4,3 cm2 und erhöhte sich demnach, seit dem 7 d-Wert, um 51 %. Die Fläche der
Kolonie steigerte sich nach 21 d auf durchschnittlich 5,4 cm2, was einem Zuwachs von
weiteren 27 % nach dem 14 d-Wert entsprach. Insgesamt erhöhte sich damit die Kolo-
niefläche von L. pneumophila Corby ∆proA zwischen 7 d und 21 d um 3,3 cm2, bzw.
61 %. Die Ausbreitung der Kolonie bei der Sliding Motility der proA-defizienten Mu-
tante war damit nahezu identisch zum Wildtyp. Auch die lpc_0267-negative Mutante
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zeigte ein mit dem Wildtyp vergleichbares Verhalten. Nach 14 d Inkubation lag die
durschnittliche Koloniefläche bei 5,2 cm2. Dies entprach einer Steigerung um 54 % im
Vergleich zum 7 d-Wert. Nach 21 d konnte eine durchschnittliche Koloniefläche von
6,6 cm2 beobachtet werden, was einer Erhöhung um 21 % entsprach. Demnach lag die
Gesamtzunahme der Koloniefläche von L. pneumophila Corby ∆lpc_0267 zwischen
7 d und 21 d bei 4,2 cm2, bzw. 64 %. Somit konnte auch für die lpc_0267-defiziente
Mutante kein Unterschied in der Kolonieausbreitung bei der Sliding Motility im Ver-
gleich zum Wildtyp festgestellt werden. Im Gegensatz dazu konnte für L. pneumophila
Corby ∆pepN eine erhöhte Kolonieausbreitung nachgewiesen werden. Nach 7 d Inku-
bation lag die durchschnittliche Koloniefläche schon bei 2,9 cm2 und war somit 21 %
größer als die Fläche der Wildtyp-Kolonien. Sie erhöhte sich nach 14 d Inkubation auf
durchschnittlich 6,1 cm2, was einer Zunahme von 52 % entsprach. Der Unterschied
zum Wildtyp lag bei diesem Zeitpunkt bei 1,5 cm2, bzw. 25 %. Nach 21 d Inkubation
erreichten die L. pneumophila Corby ∆pepN-Kolonien eine durchschnittliche Fläche
von 10,5 cm2. Somit war eine Erhöhung von 4,4 cm2, bzw. 42 % zu beobachten. Die
Flächen der Kolonien waren zu diesem Zeitpunkt also 4,6 cm2, bzw. 44 % größer.
Dieser Versuch zeigte also, dass die Kolonieausbreitung bei der Sliding Motility bei
L. pneumophila Corby ∆pepN nach 21 d Inkubation im Vergleich zu L. pneumophila
Corby WT signifikant erhöht war. Weiterhin wurden auch die Flächen der Tensidfilme
berechnet und miteinander verglichen (Abb. 5.28).
Bereits visuell zeigte sich ein Unterschied in der Tensidfilmfläche der proA-defizienten
Mutante, die im Vergleich zum Wildtyp deutlich reduziert vorlag (Abb. 5.28 A). Bei
den Tensidfilmen von L. pneumophila Corby ∆lpc_0267 und L. pneumophila Cor-
by ∆pepN konnten optisch keine Differenzen zum Wildtyp detektiert werden. Diese
Beobachtungen konnten durch Quantifizierung der Tensidfilmflächen bestätigt werden
(Abb. 5.28 B). Beim Wildtyp lag die Fläche des Tensidfilms nach 7 d Inkubation bei
durchschnittlich 12,2 cm2. Nach 14 d lag diese bei 27,4 cm2, was einer Erhöhung
von 55,5 % entsprach. Die Tensidfilmfläche vergrößerte sich nach 21 d Inkubation auf
durchschnittlich 35,8 cm2 und nahm somit um 23,5 % zu. Dies entsprach einer Ge-
samtvergrößerung von 23,6 cm2, bzw. 65,9 % zwischen 7 d und 21 d. Die Fläche des
Tensidfilms der proA-defizienten Mutante betrug nach 7 d durchschnittlich 11,5 cm2.
Nach 14 d Inkubation lag diese bei 18,9 cm2, was einer Erhöhung von 39,2 % ent-
sprach. Somit lag die Tensidfilmfläche der proA-defizienten Mutante um 8,5 cm2, bzw.
31 % verringert im Vergleich zum Wildtyp zu diesem Zeitpunkt vor. Nach 21 d er-
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Abbildung 5.28: Ausbreitung des Tensidfilms bei Proteasemutanten von L. pneumophila. Statio-
näre Kulturen von L. pneumophila Corby WT, L. pneumophila Corby ∆proA, L. pneumophila Corby
∆lpc_0267 und L. pneumophila Corby∆pepN wurden auf BCYE-Platten mit 0,5 % Agar-Anteil aufge-
tropft und bis zu 21 d bei 30 °C inkubiert. (A) Die Platten wurden nach 7 d, 14 d und 21 d fotographisch
dokumentiert. Dargestellt sind hier die Kolonien und Tensidfilme nach 21 d. Die weiße Umrandung
markiert den Rand des jeweiligen Tensidfilms. (B) Die Flächen der Tensidfilme wurden anschließend
quantifiziert und miteinander verglichen. Die proA-negative Mutante zeigte nach 14 d und 21 d eine
signifikant verringerte Tensidfilmfläche im Vergleich zum Wildtyp. (C) Der Tensidfilm von L. pneu-
mophila Corby ∆proA zeigte nach 21 d eine deutlich andere Struktur im Vergleich zu L. pneumophila
Corby WT. Der Rand des jeweiligen Tensidfilms ist mit einem schwarzen Pfeil markiert. Die Signifikanz
wurde mit Hilfe des Student´s t-Test ermittelt (**p ≤ 0,01, ***p ≤ 0,001),± SD: Standardabweichung
der Einzelwerte aus vier unabhängigen Experimenten.
reichte der Tensidfilm von L. pneumophila Corby ∆proA eine Fläche von 20,5 cm2.
Demnach vergößerte sich dieser im Vergleich zum 14 d-Wert um nur 7,8 %. Verglichen
mit dem Wildtyp lag die Fläche um 15,3 cm2, bzw. 57,3 % verringert vor. Dies zeigte,
dass die proA-negative Mutante signifikant weniger Tenside ausschleust, als der Wild-
typ. Bei L. pneumophila Corby ∆lpc_0267 betrug die Fläche des Tensidfilms nach
7 d durchschnittlich 12,6 cm2 und erhöhte sich nach 14 d auf 32,6 cm2 um 61,3 %.
Damit war die Fläche nach 14 d um 5,2 cm2, bzw. 16 % größer als die des Wildtyps.
Jedoch war diese Differenz nicht signifikant. Nach 21 d erreichte der Tensidfilm ei-
ne Fläche von 41,7 cm2 und vergrößerte sich demnach um 21,8 %. Somit lag dieser
um 5,9 cm2, bzw. 14,1 % vergrößert im Vergleich zum Wildtyp vor. Durch die ho-
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hen Standardabweichungen war der Unterschied jedoch auch hier nicht signifikant.
Bei L. pneumophila Corby ∆pepN betrug die Fläche des Tensidfilms nach 7 d Inku-
bation durchschnittlich 11,3 cm2 und erhöhte sich nach 14 d auf 23,2 cm2, was einer
Vergrößerung um 48,7 % entsprach. Im Vergleich zum Wildtyp war die Fläche um
4,2 cm2, bzw. 15,3 % reduziert. Jedoch war dieser Unterschied nicht signifikant. Nach
21 d Inkubation erreichte der Tensidfilm der pepN-defizienten Mutante eine Fläche
von 29,9 cm2 und erhöhte sich somit seit dem 14 d-Wert um 22,4 %. Die Fläche des
Wildtyp-Tensidfilms war damit um 5,9 cm2, bzw. 16,5 % höher. Jedoch konnte auch
hier kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Dieser Versuch zeigte also, dass
der Tensidfilm der proA-defizienten Mutante signifikant reduziert ist im Vergleich zum
Wildtyp. Dabei konnten auch Unterschiede in der Struktur des Tensidfilms beobachtet
werden (Abb. 5.28 C). Beim Wildtyp wies dieser eine eher glatte Struktur mit einer
klaren Abgrenzung zum BCYE-Agar hin auf. Bei L. pneumophila Corby ∆proA war
dagegen kein klarer Rand erkennbar. Auch war der Tensidfilm oft ungleichmäßig und
unterbrochen. Diese Ergebnisse deuten auf eine Rolle von ProA bei der Zusammenset-
zung des Tensidfilms hin. Bei L. pneumophila Corby ∆pepN konnte zwar eine stärkere
Ausbreitung der Kolonie festgestellt werden, jedoch hatte das Fehlen der Aminopepti-
dase keine Auswirkungen auf die Größe des Tensidfilms.
5.4.4 ProA beeinflusst die intrazelluläre Replikation in
A. castellanii in der frühen Vermehrungsphase
In früheren Versuchen mit proA-negativen Mutanten von L. pneumophila konnte bisher
kein Einfluss der Zink-Metalloprotease auf die intrazelluläre Replikation von A. cas-
tellanii nachgewiesen werden (Hales and Shuman, 1999a, Rossier et al., 2008). Nach
Erstellung einer neuen proA-Deletionsmutante in L. pneumophila Corby sollten diese
Ergebnisse in dieser Arbeit bestätigt werden. Weiterhin sollten die bis dato unerforsch-
ten Proteasen LpC_0267 und PepN auf einen möglichen Einfluss auf die intrazelluläre
Vermehrung in Acanthamöben untersucht werden. Dafür wurden A. castellanii-Zellen
mit L. pneumophila Corby WT, L. pneumophila Corby∆dotA, L. pneumophila Corby
∆proA, L. pneumophila Corby ∆lpc_0267 und L. pneumophila Corby ∆pepN mit ei-
ner MOI von 0,02 infiziert. Nach 2 h, 24 h, 48 h und 72 h wurde die jeweilige cfu/mL
durch Ausplattieren auf BCYE-Agarplatten und Auszählen der gewachsenen Kolonien
ermittelt (Abb. 5.29).
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Abbildung 5.29: Intrazelluläre Replikation verschiedener L. pneumophila Corby Proteasemutan-
ten in A. castellanii. A. castellanii-Zellen wurden mit L. pneumophila Corby WT (Kreis, rot), L. pneu-
mophila Corby∆dotA (Viereck), L. pneumophila Corby∆proA (Dreieck offen), L. pneumophila Corby
∆lpc_0267 (Dreieck geschlossen) und L. pneumophila Corby ∆pepN (Raute) mit einer MOI von 0,02
infiziert. Nach 2 h, 24 h, 48 h und 72 h wurde jeweils die cfu/mL bestimmt. Die proA-defiziente Mu-
tante zeigte dabei im Vergleich zum Wildtyp eine signifikant verringerte cfu/mL nach 2 h sowie eine
signifikant erhöhte cfu/mL nach 72 h. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des Student´s t-Test ermittelt
(*p ≤ 0,05, ****p ≤ 0,0001), ± SEM: Standardfehler des Mittelwerts der Einzelwerte aus drei unab-
hängigen Experimenten.
Zu Beginn der Infektion (2 h) lagen die cfu/mL des Wildtyps bei 1,3 x 104. Nach
24 h erhöhte sich der cfu-Wert auf durchschnittlich 2,9 x 105/mL und nach 48 h auf
1,4 x 107/mL. Dies entsprach einer Vermehrung um das 22-, bzw. 1077-fache im
Vergleich zum 2 h-Wert. In der späteren Phase der Infektion, nach 72 h, reduzierte
sich der cfu-Wert von L. pneumophila Corby WT auf durchschnittlich 7,1 x 106/mL.
Für die Negativ-Kontrolle L. pneumophila Corby∆dotA konnte nach 2 h eine cfu/mL
von 1 x 102 beobachtet werden. Dies entsprach einem um das 130-fach reduzierten
cfu-Wert im Vergleich zum 2 h-Wert des Wildtyps. Nach 24 h konnte für die dotA-
defiziente Mutante nur noch eine cfu/mL von durchschnittlich 1,7 x 101 nachgewiesen
werden. Nach 48 h, bzw. 72 h konnten auf den BCYE-Agarplatten keine Kolonien
mehr ausgezählt werden. Die proA-negative Mutante wies zu Beginn der Infektion
einen cfu-Wert von 4,0 x 103/mL auf und lag somit um das 3,3-fache signifikant re-
duziert im Vergleich zu L. pneumophila Corby WT vor. Nach 24 h lag die cfu/mL
von L. pneumophila Corby ∆proA bei durchschnittlich 1,8 x 105 und nach 48 h bei
2,1 x 107 vor. Somit lagen hierbei keine signifikanten Unterschiede zur Replikation des
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Wildtyps vor. In der späten Phase der Infektion konnte für die proA-Deletionsmutante
ein cfu-Wert von durchschnittlich 1,4 x 108/mL detektiert werden. Damit lag dieser si-
gnifikant um ein 20-faches höher als beim Wildtyp. Die lpc_0267-defiziente Mutante
zeigte nach 2 h eine durchschnittliche cfu/mL von 3,1 x 103, nach 24 h von 2,3 x 105
und nach 48 h von 1,6 x 107. Nach 72 h reduzierte sich diese auf 6,7 x 106 cfu/mL. So-
mit konnten keine signifikanten Unterschiede zum Infektionsverlauf des Wildtyps fest-
gestellt werden. Ähnliche Ergebnisse lieferte die Infektion mit L. pneumophila Corby
∆pepN. Zu Beginn der Infektion lag die durchschnittliche cfu/mL bei 8,1 x 103. Nach
24 h erhöhte sich der cfu-Wert auf 3,6 x 105 und nach 48 h auf 6,9 x 106. In der spä-
ten Phase der Infektion (72 h) wurde ein cfu-Wert von 4,8 x 106 beobachtet. Somit
konnte auch für die pepN-Deletionsmutante kein Unterschied in der Replikation im
Vergleich zum Wildtyp festgestellt werden. Insgesamt zeigten diese Ergebnisse, dass
ProA in der frühen (2 h) und der späten Phase (72 h) einen Einfluss auf die Infektion
von A. castellanii hat. Dabei scheint die höhere cfu/mL von L. pneumophila Corby
∆proA im Vergleich zum Wildtyp nach 72 h jedoch nicht mit der Replikation zusam-
menzuhängen. Mögliche Ursachen könnten eine Wirtslimitierung beim Wildtyp oder
andere Sekundäreffekte sein (siehe Diskussion in Abschnitt 6.4).
5.4.5 ProA beeinflusst die intrazelluläre Replikation in
V. vermiformis in der frühen Vermehrungsphase
Im Gegensatz zur Infektion von A. castellanii konnten Rossier et al. 2008 eine vermin-
derte Replikationsfähigkeit für eine proA-negative Mutante in V. vermiformis nachwei-
sen. In dieser Arbeit sollten diese Ergebnisse mit einer neu erstellten proA-Deletions-
mutante verifiziert sowie ein möglicher Einfluss der Peptidasen LpC_0267 und PepN
auf die Replikation in V. vermiformis untersucht werden. Dafür wurden V. vermiformis-
Zellen mit L. pneumophila Corby WT, L. pneumophila Corby∆dotA, L. pneumophila
Corby ∆proA, L. pneumophila Corby ∆lpc_0267 und L. pneumophila Corby ∆pepN
mit einer MOI von 0,02 infiziert. Nach 2 h, 24 h, 48 h und 72 h wurde die cfu/mL
durch Ausplattieren auf BCYE-Agarplatten und Auszählen der gewachsenen Koloni-
en bestimmt (Abb. 5.30).
Nach 2 h konnte für den Wildtyp eine durchschnittliche cfu/mL von 1,0 x 104 ermit-
telt werden. Der cfu-Wert erhöhte sich nach 24 h auf 1,7 x 105/mL, was ein 17-faches
des 2 h-Wertes entsprach. Nach 48 h lag die cfu/mL bei durchschnittlich 9,8 x 106
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Abbildung 5.30: Intrazelluläre Replikation verschiedener L. pneumophila Corby Proteasemu-
tanten in V. vermiformis. V. vermiformis-Zellen wurden mit L. pneumophila Corby WT (Kreis, rot),
L. pneumophila Corby∆dotA (Viereck), L. pneumophila Corby ∆proA (Dreieck offen), L. pneumophi-
la Corby ∆lpc_0267 (Dreieck geschlossen) und L. pneumophila Corby ∆pepN (Raute) mit einer MOI
von 0,02 infiziert. Nach 2 h, 24 h, 48 h und 72 h wurde jeweils die cfu/mL bestimmt. Die proA-defiziente
Mutante zeigte dabei im Vergleich zum Wildtyp eine signifikant verringerte cfu/mL nach 2 h sowie eine
signifikant reduzierte cfu/mL nach 72 h. Auch für die pepN-Deletionsmutante konnte nach 72 h eine
signifikant verminderte cfu/mL nachgewiesen werden. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des Student´s
t-Test ermittelt (**p ≤ 0,01, ***p ≤ 0,001, ****p ≤ 0,0001), ± SEM: Standardfehler des Mittelwerts
der Einzelwerte aus drei unabhängigen Experimenten.
und war somit 980-fach erhöht im Vergleich zum 2 h-Wert. In der späten Phase der
Infektion erhöhte sich der cfu-Wert weiter auf 1,7 x 107. Demnach erreichte der Wild-
typ nach 72 h ein 1700-fache des 2 h-Wertes. Für die replikationsgeschwächte do-
tA-Deletionsmutante konnte nach 2 h ein cfu-Wert von 1,2 x 103 ermittelt werden.
Damit zeigte die Negativ-Kontrolle bereits nach 2 h eine im Vergleich zum Wildtyp
signifikant um ein 8,3-faches reduzierte cfu/mL. Nach 24 h erhöhte sich die Zahl der
koloniebildenden Einheiten pro mL zwar um ein 5-faches auf 5,8 x 103, blieb jedoch
immer noch signifikant reduziert im Vergleich zum 24 h-Wert des Wildtyps. In den
späten Phasen der Infektion, nach 48 h und 72 h, waren für die dotA-negative Mu-
tante keine Kolonien mehr auf den Agar-Platten nachzuweisen. Bei L. pneumophila
Corby ∆proA lag die cfu/mL nach 2 h bei durchschnittlich 2,2 x 103 und damit um
ein 5-faches signifikant reduziert im Vergleich zum 2 h-Wert des Wildtyps. Nach 24 h
erhöhte sich der cfu-Wert auf 8,3 x 104 und nach 48 h auf 3,4 x 106. Ein signifikanter
Unterschied zu den entsprechenden Werten von L. pneumophila Corby WT war dabei
nicht festzustellen. Der 72 h-Wert von L. pneumophila Corby ∆proA lag bei durch-
schnittlich 9,4 x 106 cfu/mL und war somit signifikant um ein 2-faches reduziert. Bei
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L. pneumophila Corby ∆lpc_0267 lag die cfu/mL zu Beginn der Infektion nach 2 h
bei 1,0 x 104, erhöhte sich nach 24 h auf 1,0 x 104 und nach 48 h auf 7,3 x 106. In der
späten Phase der Infektion, nach 72 h, konnte ein cfu-Wert von 1,9 x 107 beobachtet
werden. Signifikanten Unterschiede zum Wildtyp wurden dabei nicht festgestellt. Die
Deletionsmutante der Aminopeptidase PepN zeigte nach 2 h eine cfu/mL von 7,9 x 103,
welche sich nach 24 h auf 8,6 x 104 cfu/mL und nach 48 h auf 3,3 x 106 cfu/mL er-
höhte. Zunächst waren dabei keine signifikanten Unterschiede zu den entsprechenden
cfu-Werten des Wildtyps erkennbar. Nach 72 h lag die cfu/mL von L. pneumophila
Corby ∆pepN bei 9,0 x 106 und war damit (ähnlich wie bei L. pneumophila Corby
∆proA) signifikant um ein 2-faches reduziert. Zusammenfassend ließen sich mit die-
sem Versuch ein Einfluss von ProA auf die frühe Phase sowie von ProA und PepN auf
die späte Phase der Infektion (72 h) in V. vermiformis nachweisen. Vermutlich sind die
im Vergleich zum Wildtyp geringeren cfu/mL von L. pneumophila Corby ∆proA und
L. pneumophila Corby ∆pepN nach 72 h zu diesem Zeitpunkt der Infektion weniger
auf die Replikation zurückzuführen, da nur noch eine geringe Vermehrung des Wild-
typs erfolgte. Mögliche Ursachen könnten auch eine Wirtslimitierung beim Wildtyp
oder andere Sekundäreffekte sein (siehe Diskussion in Abschnitt 6.4).
5.4.6 ProA beeinflusst die intrazelluläre Replikation in
THP-1-Makrophagen
Infektionsversuche von proA-negativen Mutanten mit Meerschweinchen- sowie huma-
nen U937- und HL60-Makrophagen führten bisher zu kontroversen Ergebnissen (Sze-
to and Shuman, 1990, Moffat et al., 1994b, Edelstein et al., 1999). Um die Rolle von
ProA sowie der Proteasen LpC_0267 und PepN in der Infektion von humanen Makro-
phagen zu klären, wurden Versuche mit der Makrophagen-ähnlichen Zelllinie THP-1
durchgeführt. Dazu wurden die THP-1-Zellen mit einer MOI 1 mit L. pneumophila
Corby WT, L. pneumophila Corby∆dotA, L. pneumophila Corby ∆proA, L. pneumo-
phila Corby ∆lpc_0267 und L. pneumophila Corby ∆pepN infiziert und nach 2 h,
24 h und 48 h zur Bestimmung der cfu/mL auf BCYE-Platten ausplattiert (Abb. 5.31).
Die cfu/mL des Wildtyps lag nach 2 h bei durchschnittlich 3,0 x 104 und erhöhte sich
nach 24 h auf 4,3 x 105, was einer Vermehrung um das 14-fache entsprach (Abb. 5.31
A). Nach 48 h betrug der cfu-Wert von L. pneumophila Corby WT durchschnittlich
4,0 x 107/mL. Dies entsprach einer Vermehrung um das 1333-fache im Vergleich zum
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2 h-Wert. Die replikationsgeschwächte dotA-Deletionsmutante wies zu Beginn der In-
fektion (2 h) eine cfu/mL von 3,1 x 104 auf und zeigte somit keine Differenzen zum
2 h-Wert des Wildtyps.
Abbildung 5.31: Intrazelluläre Replikation verschiedener L. pneumophila Corby Proteasemutan-
ten in THP-1-Makrophagen. (A) THP-1-Zellen wurden mit L. pneumophila Corby WT (Kreis, rot),
L. pneumophila Corby∆dotA (Viereck), L. pneumophila Corby∆proA (Dreieck offen) und L. pneumo-
phila Corby ∆lpc_0267 (Dreieck geschlossen) mit einer MOI von 1 infiziert. Nach 2 h, 24 h und 48 h
wurde jeweils die cfu/mL bestimmt. Die proA-defiziente Mutante zeigte dabei im Vergleich zum Wild-
typ eine signifikant verringerte cfu/mL nach 2 h sowie nach 48 h. Für die lpc_0267-Deletionsmutante
konnte dagegen kein signifikanter Unterschied zum Wildtyp festgestellt werden. Die Signifikanz wur-
de mit Hilfe des Student´s t-Test ermittelt (**p ≤ 0,01, ***p ≤ 0,001, ****p ≤ 0,0001), ± SEM:
Standardfehler des Mittelwerts der Einzelwerte aus drei unabhängigen Versuchen.
Nach 24 h erhöhte sich der cfu-Wert auf 3,5 x 104/mL und war damit um ein 12-faches
niedriger als der 24 h-Wert des Wildtyps. In der späten Phase der Infektion, nach 48
h, lag die cfu/mL von L. pneumophila Corby∆dotA bei durchschnittlich 6,3 x 103 und
sank somit um ein 5-faches verglichen mit dem 24 h-Wert. Im Vergleich zum Wildtyp
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(nach 48 h) war dieser Wert 6349-fach signifikant reduziert. Die proA-defiziente Mu-
tante zeigte nach 2 h einen cfu-Wert von 9,3 x 103/mL und war somit, im Vergleich
zum 2 h-Wert des Wildtyps, um ein 3-faches signifikant vermindert. Nach 24 h erhöh-
te sich die cfu/mL auf durchschnittlich 7,1 x 105. Jedoch lag hierbei keine Differenz
zu L. pneumophila Corby WT vor. Ein signifikanter Unterschied war nach 48 h zu
verzeichnen, wobei die cfu/mL der proA-Deletionsmutante mit 2,5 x 107 rund 2-fach
niederiger ausfiel als beim Wildtyp. Bei L. pneumophila Corby ∆lpc_0267 lag die
cfu/mL zu Beginn der Infektion (2 h) bei durchschnittlich 3,2 x 104 und erhöhte sich
nach 24 h auf 2,6 x 106. In der späten Phase der Infektion, nach 48 h, steigerte sich
der cfu-Wert weiter auf 4,0 x 107/mL. Ein Unterschied in der Replikation zum Wildtyp
konnte bei keinem der angegebenen Zeitpunkte festgestellt werden.
In Abbildung 5.31 B zeigte der Wildtyp nach 2 h eine durchschnittliche cfu/mL von
2,0 x 103, welche sich nach 24 h auf 4,6 x 105 cfu/mL erhöhte. Dies entsprach einer
Vermehrung um das 233-fache im Vergleich zum 2 h-Wert. Nach 48 h lag der cfu-
Wert bei durchschnittlich 9,2 x 106/mL, was einer nochmaligen Vermehrung um das
20-fache entsprach. Die Negativkontrolle L. pneumophila Corby∆dotA wies nach 2 h
eine cfu/mL von 2,5 x 103 auf und erhöhte sich nach 24 h leicht auf 5,8 x 103 cfu/mL.
Damit war die cfu/mL im Vergleich zum 24 h-Wert des Wildtyps 79-fach signifikant
reduziert. Nach 48 h lag der cfu-Wert bei 2,8 x 105/mL und war somit, verglichen mit
dem 48 h-Wert von L. pneumophila Corby WT, um ein 33-faches signifikant vermin-
dert. Bei L. pneumophila Corby ∆pepN lag die durchschnittliche cfu/mL nach 2 h
bei 1,4 x 103 und erhöhte sich nach 24 h auf 3,9 x 105 cfu/mL, bzw. nach 48 h auf
8,4 x 106 cfu/mL. Es lagen keine signifikanten Unterschiede zum Wildtyp vor. Ins-
gesamt konnten in diesem Versuch ein Einfluss von ProA in der frühen Phase der
Infektion (2 h) sowie auf die intrazelluläre Replikation nach 48 h festgestellt werden,
wohingegen im Falle der Metalloproteasen LpC_ 0267 und PepN keine signifikanten
Unterschiede zum Wildtyp auftraten.
5.4.7 ProA beeinflusst die intrazelluläre Replikation in
HLTEs
In früheren Arbeiten wurde bereits festgestellt, dass die Zink-Metalloprotease ProA
aus L. pneumophila eine massive Gewebsschädigung in Meerschweinchen-Lungen
hervorruft (Conlan et al., 1986, Williams et al., 1987, Conlan et al., 1988b). Versu-
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che mit proA-negativen Mutanten führten jedoch bisher zu kontroversen Ergebnissen
(Blander et al., 1990, Moffat et al., 1994b). Um zu untersuchen, ob ProA sowie die
Peptidasen LpC_0267 und PepN einen Einfluss auf die Vermehrung in HLTEs haben,
wurde das Lungengewebe in kleine Stücke geschnitten in Lungenmedium mit L. pneu-
mophila Corby WT, L. pneumophila Corby∆dotA, L. pneumophila Corby ∆proA,
L. pneumophila Corby ∆lpc_0267 und L. pneumophila Corby ∆pepN infiziert. Nach
2 h, 24 h und 48 h wurde das Gewicht der Lungenstücke bestimmt, diese homogeni-
siert und in seriellen Verdünnungen auf BCYE-Agarplatten ausplattiert. Durch Aus-
zählen der gewachsenen Kolonien wurde die jeweilige cfu/mL der einzelnen Stämme
bestimmt (Abb. 5.32).
Abbildung 5.32: Replikation verschiedener L. pneumophila Corby Proteasemutanten in HLTEs.
HLTEs wurden in kleine Stücke geschnitten und in Lungenmedium mit L. pneumophila Corby WT
(Kreis, rot), L. pneumophila Corby∆dotA (Viereck), L. pneumophila Corby ∆proA (Dreieck offen),
L. pneumophila Corby ∆lpc_0267 (Dreieck geschlossen) und L. pneumophila Corby ∆pepN (Raute)
mit einer Zellzahl von 1 x 107 /mL infiziert. Nach 2 h, 24 h, 48 h und 72 h wurden die HLTEs gewogen,
homogenisiert und durch Ausplattieren die jeweilige cfu/mL bestimmt. Die proA-defiziente Mutante
zeigte dabei im Vergleich zum Wildtyp eine signifikant verringerte cfu/mL nach 48 h. Die Signifikanz
wurde mit Hilfe des Student´s t-Test ermittelt (*p ≤ 0,05, **p ≤ 0,01), ± SEM: Standardfehler des
Mittelwerts der Einzelwerte aus vier unabhängigen Experimenten.
Bei L. pneumophila Corby WT lag die cfu/mL nach 2 h bei durchschnittlich 2,3 x 107
und erhöhte sich nach 24 h auf 4,8 x 107. Dies entsprach einer Vermehrung um das
2-fache. Nach 48 h lag der cfu-Wert bei 7,1 x 107/mL. Somit war dieser Wert 3-
fach so hoch wie der 2 h-Wert. Die replikationsgeschwächte dotA-Deletionsmutante
zeigte nach 2 h einen cfu-Wert von 1,9 x 107, welcher sich nach 24 h leicht auf
168
5 Ergebnisse
2,4 x 107 cfu/mL steigerte. Jedoch sank der cfu-Wert nach 48 h auf 1,7 x 107/mL und
war somit signifikant um ein 4-faches reduziert im Vergleich zum Wildtyp. Bei der
proA-defizienten Mutante war zu Beginn der Infektion (2 h) eine cfu/mL von 1,6 x 107
festzustellen. Nach 24 h erhöhte sich der cfu-Wert leicht auf 1,9 x 107/mL und lag
damit, im Vergleich zum Wildtyp, signifikant um ein 2,5-faches reduziert vor. In der
späten Phase der Infektion, nach 48 h, konnte für L. pneumophila Corby ∆proA eine
cfu/mL von durchschnittlich 3,2 x 107 bestimmt werden. Somit war dieser Wert um ein
2-faches signifikant geringer als der 48 h-Wert des Wildtyps. Die lpc_0267-defiziente
Mutante wies nach 2 h einen cfu-Wert von 1,4 x 107/mL auf, welcher sich nach 24 h
auf durchschnittlich 3,7 x 107, bzw. nach 48 h auf 9,2 x 107 erhöhte. Ein signifikanter
Unterschied zu L. pneumophila Corby WT war dabei nicht festzustellen. Bei der pepN-
Deletionsmutante lag die cfu/mL nach 2 h bei durchschnittlich 1,3 x 107 und erhöhte
sich nach 24 h auf 6,9 x 107. In der späten Phase der Infektion konnte ein cfu-Wert
von 9,0 x 107/mL ermittelt werden. Es lagen dabei keine signifikanten Unterschiede
zum Wildtyp vor. Insgesamt konnte in diesem Versuch ein Einfluss von ProA auf die
intrazelluläre Replikation in HLTEs nach 24 h und 48 h festgestellt werden.
5.4.8 ProA verursacht eine massive Gewebeschädigung
während der HLTE-Infektion
Um die Rolle von ProA bei der Schädigung des Lungengewebes zu untersuchen, wur-
den HLTEs mit L. pneumophila Corby WT, L. pneumophila Corby ∆proA, 10 µg/mL
nativem ProA und Lungenmedium über 2 h, 24 h und 48 h inkubiert. Die Versuche
wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Torsten Goldmann am
Forschungszentrum Borstel von Jana Tiefenau und Dr. Jens Jäger durchgeführt. Das
Gewebe wurde anschließend mit der HOPE-Fixierungstechnik konserviert, dehydriert
und für die histologische Untersuchung in Paraffin eingebettet. Für die mikroskopi-
sche Analyse wurden die Gewebeschnitte mit Hämatoxilin und Eosin (HE) gefärbt.
Die Bewertung der Gewebeschädigung (Damage Score) erfolgte nach den drei Kriteri-
en Protein-Exudat, Ablösung des Epitheliums und Integrität der alveolaren Septen auf
einer Skala von 0 (keine Schädigung) bis 3 (massive Schädigung). Die histologische
Auswertung und Bestimmung des Damage Scores wurde von Dr. Sebastian Marwitz
vom Forschungszentrum Borstel durchgeführt.
Nach 2 h konnte für keine der Bedingungen ein größerer Gewebeschaden festgestellt
169
5 Ergebnisse
werden. Die Mediumkontrolle zeigte nach 24 h geringe Epithelablösungen, kleinere
Protein-Exudatansammlungen und eine leicht verschlechterte Alveolarintegrität (Abb.
5.33 A I-III).
Abbildung 5.33: Gewebsschädigung in HLTEs durch Infektion mit L. pneumophila Corby. (A) Mi-
kroskopische Untersuchung von HE-gefärbten HLTE-Schnitten nach Inkubation über 2 h, 24 h und 48 h
mit L. pneumophila Corby WT, L. pneumophila Corby ∆proA, 10 µg/mL ProA und Lungenmedium.
Die Pfeile markieren Epithelablösungen. Maßstab: 50 µm. (B) Klassifizierung des Gewebeschadens
der einzelnen Bedingungen (Damage Score) in den Kategorien Protein-Exudat, Epithelablösung und
Integrität der Alveolarsepten. Die Bewertung erfolgte auf einer Skala von 0 (keine Schädigung) bis 3
(massive Schädigung). Dargestellt ist der Median aus sechs unabhängigen Experimenten. Die proA-
Deletionsmutante verursachte einen deutlich geringeren Gewebeschaden als der Wildtyp. Die Inkubati-
on der HLTEs mit ProA führte zu einer Schädigung ähnlich zu Wildtyp-infiziertem Lungengewebe. Die
Signifikanz wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-Tests ermittelt (*p ≤ 0,05, **p ≤ 0,01), ± SD.
Dies ergab, im Falle der Kontrolle, einen durchnittlichen Damage Score von 1,5 (Abb.
5.33 B). Nach 48 h verschlechterte sich der Zustand des Gewebes auf einen Dama-
ge Score von 3,2. Besonders war hier die Integrität der alveolaren Septen betroffen.
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Bei Infektion mit L. pneumophila Corby WT konnten im Gewebe besonders eine stark
erhöhte Ansammlung von Protein-Exudaten beobachtet werden. Weiterhin war die al-
veolare Integrität deutlich schlechter, als bei der Mediumkontrolle und es konnten star-
ke Ablösungen des Epithels detektiert werden (Abb. 5.33 A IV-VI). Entsprechend lag
der Damage Score nach 24 h bei durchschnittlich 5,6 und erhöhte sich nach 48 h auf
6,4, wobei sich die Alveolarintegrität nochmals deutlich verschlecherte (Abb. 5.33 B).
Bei der Infektion mit der proA-Deletionsmutante konnten nach 24 h nur eine leich-
te Verschlechterung der alveolaren Integrität, geringe Epithelablösungen und kleinere
Exudatansammlungen beobachtet werden (Abb. 5.33 A VII-IX). Der Gewebeschaden
war leicht erhöht im Vergleich zur Mediumkontrolle, jedoch signifikant geringer als
bei Infektion mit dem Wildtyp. Insgesamt wurde der Damage Score hier auf 2,2 ein-
gestuft und war somit 60,7 % niedriger als beim Wildtyp (Abb. 5.33 B). Nach 48 h
erhöhte sich der Damage Score leicht auf 2,75. Damit blieb der Gewebeschaden sogar
geringer als bei der Mediumkontrolle und im Vergleich zur Infektion mit dem Wildtyp
um 57,0 % signifikant reduziert.
Weiterhin wurde das Lungengewebe mit nativem ProA inkubiert. Dabei konnten nach
24 h besonders eine stark verschlechterte Integrität der alveolaren Septen und vermehr-
te Epithelablösungen detektiert werden. Die Ansammlung von Protein-Exudaten war
vergleichbar mit dem durch L. pneumophila Corby WT ausgelösten Schaden (Abb.
5.33 A X-XII). Der durch ProA ausgelöste Gewebeschaden wurde auf einen Dama-
ge Score von durchschnittlich 6,5 eingestuft und lag damit um 13,9 % höher als der
Wildtyp (Abb. 5.33 B). Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant. Im Vergleich
zur Mediumkontrolle war der Damage Score jedoch um 76,9 % und zur Infektion mit
L. pneumophila Corby ∆proA um 66,2 % signifikant erhöht. Nach 48 h wurde für
die Inkubation mit nativem ProA ein Damage Score von durchschnittlich 7,3 festge-
stellt. Auch hier war wieder besonders die alveolare Integrität betroffen. Der Schaden
war um 12,3 % höher als bei Infektion des Lungengewebes mit dem Wildtyp, jedoch
konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Verglichen mit der Medium-
kontrolle lag der durch ProA verursachte Gewebeschaden um 56,7 % und bei dem mit
L. pneumophila Corby ∆proA infizierten Gewebe um 62,3 % signifikant erhöht vor.
Zusammenfassend zeigte dieses Experiment, dass die Deletion des proA-Gens zu einer
deutlichen Reduktion des durch L. pneumophila Corby verursachten Gewebeschadens
führte und die Inkubation von HLTEs mit nativem ProA eine Schädigung vergleichbar
mit der Wildtyp-Infektion herbeiführte.
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5.5 Einfluss von ProA auf die Wirts-Immunantwort
In aktuellen Studien konnten für die alkalische Protease AprA und die Elastase LasB
aus P. aeruginosa ein Einfluss auf die Flagellin-vermittelte Immunantwort bei Wirts-
zellinfektionen beobachtet werden. Beide Proteasen spalten extrazelluläres Flagellin
und vermeiden dadurch die Detektion dessen durch den Rezeptor TLR5 und die damit
verbundene Signalantwort (Bardoel et al., 2011, Casilag et al., 2015). Durch die Ho-
mologie der Legionella-Protease ProA zu LasB wurde für diese eine ähnliche Funktion
vermutet. In den folgenden Unterkapiteln soll untersucht werden, ob die ProA Flagel-
lin von L. pneumophila spalten kann und welche Auswirkungen dies möglicherweise
auf die Immunantwort von Wirtszellen hat.
5.5.1 Isolierung von FlaA aus L. pneumophila
Für die Überprüfung, ob ProA Legionella-Flagellin (FlaA) spalten kann sowie die
Durchführung weiterer Untersuchungen war es notwendig, reines FlaA zu gewinnen.
Eine einfache Methode hierfür ist das Abscheren der Flagelle von den Bakterien selbst
(Montie et al., 1982). Dafür wurden L. pneumophila Corby WT-Zellen nach Inkubati-
on für 5 d bei 30 °C von BCYE-Agarplatten gespült und für 3 min homogenisiert. Zu
Kontrollzwecken wurden weiterhin L. pneumophila Corby ∆proA und L. pneumophi-
la Corby ∆flaA für die Isolierung verwendet. Nach dem Entfernen der Zellen durch
Zentrifugation wurden die Flagellen im Überstand mittels Ultrazentrifugation gewon-
nen. Die Überstände sowie die erhaltenen Proteinpellets nach der Ultrazentrifugation
wurden mittels SDS-PAGE und Western-Blot analysiert. Dafür wurden jeweils 20 µg
Protein auf das SDS-Gel aufgetragen (Abb. 5.34).
Auf dem Coomassie Silver-Blue-gefärbten SDS-Gel konnten nur im Pellet deutliche
Proteinbanden beobachtet werden. Der Überstand wies dagegen nur sehr schwache
und diffuse Proteinbanden auf. Eine deutliche Bande auf der für FlaA erwarteten Höhe
zwischen der 40 kDa- und der 55 kDa-Markerbande waren nur im Falle des Wildtyps
und der proA-defizienten Mutante zu sehen (Abb. 5.34 A). Eine Überprüfung mit-
tels Western Blot und spezifischem anti-FlaA-Antikörper zeigte, dass es sich um das
47 kDa große FlaA-Protein handelte (Abb. 5.34 B). Sowohl im SDS-Gel als auch im
Western-Blot fehlte diese Bande in den Pelletproben der flaA-negativen Mutante. Die
Isolation von nativem FlaA aus L. pneumophila Corby war somit erfolgreich.
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Abbildung 5.34: Isolierung von FlaA aus L. pneumophila Corby. Kulturen von L. pneumophila Cor-
by WT, L. pneumophila Corby∆proA und L. pneumophila Corby∆flaA wurden nach 5 d bei 30 °C von
BCYE-Agarplatten gespült und homogenisiert. Nach Entfernen der Bakterienzellen durch Zentrifuga-
tion wurde die Flagellin-haltige Fraktion mittels Ultrazentrifugation (UZ) isoliert. Von jeder Fraktion
wurden jeweils 20 µg Protein für die SDS-PAGE verwendet. Die Proteine auf dem SDS-Gel wurden mit
Coomassie Silver-Blue gefärbt (A). Der Nachweis von FlaA erfolgte mit einem spezifischen anti-FlaA
Antikörper und alkalischer Phosphatase-Reaktion im Western Blot (B). (1) Überstand nach UZ von
L. pneumophila Corby WT, (2) Überstand L. pneumophila Corby ∆proA, (3) Überstand von L. pneu-
mophila Corby ∆flaA, (4) Pellet L. pneumophila Corby WT, (5) Pellet L. pneumophila Corby ∆proA,
(6) Pellet L. pneumophila Corby∆flaA. Als Marker (M) wurde PageRuler™ Prestained Protein Ladder
von ThermoScientific verwendet. FlaA konnte erfolgreich aus L. pneumophila Corby WT und L. pneu-
mophila Corby∆proA isoliert werden.
5.5.2 ProA degradiert monomeres Flagellin
Um zu überprüfen, ob ProA das Flagellin von L. pneumophila Corby degradieren
kann, wurde zunächst monomeres FlaA aus isolierten Flagellen (siehe Kapitel 5.5.1)
durch Inkubation für 20 min bei 70 °C generiert. Für den Degradationsversuch wur-
den jeweils 1 µg/mL polymeres, bzw. monomeres Flagellin mit 0 µg/mL, 0,01 µg/mL,
0,03 µg/mL, 0,1 µg/mL, 0,3 µg/mL, 1 µg/mL und 3 µg/mL nativem ProA versetzt.
Anschließend wurden die Ansätze für 1 h bei 37 °C inkubiert. Als Vorbereitung für
die Analyse mittels SDS-PAGE und Western Blot wurden die Proben direkt mit 4 x
SDS-Ladepuffer versetzt und nach Erhitzen für 5 min bei 95 °C auf SDS-Gele auf-
getragen. Die SDS-Gele wurden aufgrund der höheren Sensitivität mit Silberfärbung
gefärbt. Der Nachweis von FlaA im Western Blot erfolgte mittels spezifischem anti-
FlaA Antikörper und alkalischer Phosphatase-Reaktion (Abb. 5.35).
Bei Inkubation mit polymerem Flagellin konnten bei allen eingesetzten Konzentratio-
nen von ProA ähnliche Bandenmuster auf dem Silber-gefärbten SDS-Gel beobachtet
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Abbildung 5.35: Degradation von Flagellin durch ProA. Es wurden je 1 µg/mL polymeres (1-7),
bzw. monomeres (8-14) Flagellin mit 0 µg/mL (1, 8), 0,01 µg/mL (2, 9), 0,03 µg/mL (3, 10), 0,1 µg/mL
(4, 11), 0,3 µg/mL (5, 12), 1 µg/mL (6, 13) und 3 µg/mL (7, 14) gereinigtem ProA für 1 h bei 37 °C
inkubiert. Die Proben wurden mittles SDS-PAGE und Western Blot analysiert. Die SDS-Gele (oben)
wurden mit Silberfärbung behandelt. Der spezifische Nachweis von FlaA erfolgte mit einem anti-FlaA
Antikörper und alkalischer Phosphatase-Reaktion. Als Marker (M) wurde der PageRuler™ Prestained
Protein Ladder von ThermoScientific verwendet. Die Inkubation mit 0,3 µg/mL, 1 µg/mL und 3 µg/mL
ProA führte zur vollständigen Degradation von monomerem FlaA. Polymeres Flagellin konnte durch
ProA nicht gespalten werden.
werden (Abb. 5.35 A). Dominant war dabei eine Proteinbande zwischen der 40 kDa-
und der 55 kDa-Markerbande. Mittels Western Blot konnte diese Bande als FlaA iden-
tifiziert werden (Abb. 5.35 B). Die FlaA-Bande zeigte bei allen eingesetzten ProA-
Konzentrationen eine ähnliche Intensität. Auch bei Inkubation mit monomerem Fla-
gellin konnten bei Inkubation mit 0 µg/mL, 0,01 µg/mL und 0,03 µg/mL ProA ähnliche
Bandenmuster beobachtet werden. Auf dem mit Silberfärbung behandelten SDS-Gel
zeigte sich jeweils eine dominante Bande bei 47 kDa, die mittels Western Blot als
FlaA identifiziert werden konnte (Abb. 5.35 C-D). Bei einer ProA-Konzentration von
0,03 µg/mL waren auf dem Blot jedoch zusätzlich weitere Banden unterhalb der FlaA-
Bande zu erkennen. Nach Inkubation mit einer ProA-Konzentration von 0,1 µg/mL
war die FlaA-Bande sowohl auf dem SDS-Gel als auch auf dem Western Blot nur noch
sehr schwach zu erkennen. Ab einer eingesetzten ProA-Konzentration von 0,3 µg/mL
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konnte FlaA weder auf dem Silber-gefärbten SDS-Gel noch durch Detektion mit ei-
nem spezifischen anti-FlaA Antikörper nachgewiesen werden. Mit Hilfe dieses Versu-
ches konnte gezeigt werden, dass ProA monomeres, jedoch nicht polymeres Flagellin
hydrolisieren kann.
5.5.3 ProA verhindert die TLR5-Aktivierung durch FlaA
Bakterielles Flagellin ist ein potenter Auslöser proinflammatorischer Antworten und
wird extrazellulär durch den Rezeptor TLR5 detektiert (Gewirtz et al., 2001, Cobb
et al., 2004). Um zu klären, ob die Degradation von monomerem FlaA durch ProA die
natürliche Immunantwort von Säugetierzellen beeinflusst, wurde die hTLR5-exprimie-
rende Zelllinie HEK-Blue™ von InvivoGen verwendet. Dabei kann eine Aktivierung
von TLR5 durch die Aktivität der secreted embryonic alkaline phosphatase (SEAP)
bei OD620 detektiert werden. Die Zellen wurden für 16 h bei 37 °C und 5 % CO2
mit unterschiedlichen Konzentration an nativem FlaA und/oder ProA inkubiert. Als
Positivkontrolle wurden immer 100 ng/mL FliC von P. aeruginosa sowie 1 x PBS als
Negativkontrolle mitgeführt (Abb. 5.36).
Bei Inkubation von HEK-Blue™-Zellen mit 0,05 ng/mL, 0,1 ng/mL und 0,5 ng/mL
FlaA mit 1 x PBS konnte jeweils eine ähnliche OD620 von 0,34-0,39 detektiert werden.
Bei Inkubation mit 0 ng/mL FlaA (Daten nicht gezeigt) konnte eine OD620 von 0,35
ermittelt werden. Somit fand bei niedrigen FlaA-Konzentrationen noch keine hTLR5-
Aktivierung statt. Bei Erhöhung der FlaA-Konzentration auf 1 ng/mL lag die OD620
bei durchschnittlich 0,46. Demnach wurde für den Nachweis der hTLR5-Aktivierung
durch FlaA mindestens diese Proteinkonzentration benötigt.
Die OD620 erhöhte sich bei Einsatz von 5 ng/mL FlaA leicht auf 0,48 und bei 10 ng/mL
auf 0,63. Ein deutlicher Anstieg der hTL5-Aktivierung konnte bei Inkubation der
HEK-Blue™-Zellen mit 50 ng/mL Flagellin verzeichnet werden, wobei die OD620 bei
1,6 lag. Die höchste hier verwendete FlaA-Konzentration betrug 100 ng/mL und ergab
eine durchschnittliche OD620 von 1,8. Mit steigender Konzentration von eingesetztem
FlaA konnte somit eine parallel zunehmende hTLR5-Aktivierung verzeichnet wer-
den. Bei zeitgleicher Inkubation von ansteigenden FlaA-Konzentrationen mit 1 µg/mL
ProA konnte dagegen keine Erhöhung der OD620 und somit keine hTLR5-Aktivierung
beobachtet werden. Die gemessenen OD620-Werte lagen zwischen 0,33 und 0,36. Es
gab somit keine Differenz zur Negativkontrolle (Abb. 5.36 A).
Des Weiteren wurden verschiedene Konzentrationen von ProA zusammen mit 1 x PBS
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Abbildung 5.36: hTLR5-Aktivierung in HEK-Blue™-Zellen bei Inkubation mit FlaA und
ProA. HEK-Blue™-Zellen wurden mit verschiedenen FlaA- und ProA-Konzentrationen inkubiert. Die
hTLR5-Aktivierung wurde durch Aktivierung von SEAP bei OD620 detektiert. (A) Inkubation von
0,05 ng/mL, 0,1 ng/mL, 0,5 ng/mL, 1 ng/mL, 5 ng/mL, 10 ng/mL, 50 ng/mL und 100 ng/mL FlaA mit
PBS (Quadrat weiß) oder 1 µg/mL ProA (Quadrat schwarz). (B) Inkubation von 0,1 ng/mL, 0,5 ng/mL,
1 ng/mL, 5 ng/mL, 10 ng/mL, 50 ng/mL, 100 ng/mL, 500 ng/mL, 1.000 ng/mL und 5.000 ng/mL
ProA mit PBS (Quadrat Weiß) oder 30 ng/mL FlaA (Quadrat schwarz). ProA verhindert die hTLR5-
Aktivierung in HEK-Blue™-Zellen. ± SEM.
oder 30 ng/mL FlaA mit den HEK-Blue™-Zellen getestet. Bei Inkubation von ProA
mit 1 x PBS lagen die gemessenen OD620-Werte für alle eingesetzen Proteinkonzen-
trationen bei 0,41 bis 0,44. Die OD620 für die Negativkontrolle (1 x PBS, Daten nicht
gezeigt) betrug 0,44. Demnach konnte für ProA allein keine hTLR5-Aktivierung nach-
gewiesen werden. Unter Zugabe von FlaA wurde bei einer ProA-Konzentration von
0,1 ng/mL eine OD620 von 1,13 detektiert. Diese sank durch Erhöhung der Protease-
Konzentration stetig und erreichte bei der höchsten verwendeten ProA-Konzentration
von 5.000 ng/mL eine OD620 von 0,40. Dieser Wert war vergleichbar mit dem der Ne-
gativkontrolle. Somit konnte bei Inkubation der HEK-Blue™-Zellen mit 5.000 ng/mL
ProA keine hTLR5-Aktivierung in Gegenwart von 30 ng/mL FlaA mehr gemessen
werden (Abb. 5.36 B). Insgesamt zeigten die Ergebnisse, dass ProA durch Degradati-
on von FlaA in der Lage ist, die hTLR5-Aktivierung zu unterdrücken.
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5.5.4 Die proA-Deletionsmutante induziert eine erhöhte
Aktivierung von TLR5
Um zu überprüfen, wie die Aktivierung von TLR5 unter Verwendung von Bakterien-
zellen beeinflusst wird, wurde die hTLR5-exprimierende Zelllinie HEK-Blue™ mit
107 cfu/mL L. pneumophila Corby WT, L. pneumophila Corby ∆proA und L. pneu-
mophila Corby ∆flaA inkubiert. Für die Komplementation der fehlenden Proteinfunk-
tion wurden die proA-Deletionsmutante zusätzlich mit 1 µg/mL ProA und die flaA-
defiziente Mutante mit 30 ng/mL FlaA inkubiert. Als Kontrollen wurden die HEK-
Blue™-Zellen mit 1 x PBS, 1 µg/mL ProA oder 100 ng/mL FlaA behandelt (Abb.
5.37).
Abbildung 5.37: Aktivierung von hTLR5 in HEK-Blue™-Zellen bei Inkubation mit L. pneumo-
phila Corby. Die hTLR5-Aktivierung wurde durch Aktivierung von SEAP bei OD620 detektiert. (A)
Stimulation der HEK-Blue™-Zellen mit L. pneumophila Corby WT, L. pneumophila Corby ∆proA
und L. pneumophila Corby ∆flaA. Die Proteinfunktionen wurden mit 1 µg/mL ProA oder 30 ng/mL
FlaA komplementiert. Als Kontrollen dienten 1 µg/mL ProA, 100 ng/mL FlaA und 1 x PBS. Die proA-
Deletionsmutante zeigte eine signifikant erhöhte hTLR5-Aktivierung. Der Effekt ließ sich durch Zugabe
von ProA komplementieren. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus fünf un-
abhängigen Experimenten. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des Student´s t-Test ermittelt (*p ≤ 0,05,
**p ≤ 0,01, ****p ≤ 0,0001), ± SEM.
Bei Inkubation der HEK-Blue™-Zellen mit dem Wildtyp ließ sich eine durchschnitt-
liche OD620 von 1,51 bestimmen. Die OD620 der Negativkontrolle mit 1 x PBS lag bei
0,31. Somit konnte eine hTLR5-Aktivierung durch den Wildtyp festgestellt werden.
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Bei Stimulation der HEK-Blue™-Zellen mit der proA-Deletionsmutante wurde eine
durchschnittliche OD620 von 2,02 gemessen. Der Wert entsprach damit dem 1,3-fachen
der gemessenen OD620 bei Inkubation mit dem Wildtyp und war signifikant erhöht. Bei
gleichzeitiger Zugabe von 1 µg/mL gereinigtem ProA zu der proA-negativen Mutante
reduzierte sich die gemessene OD620 um die Hälfte auf 1,0. Bei Stimulation der HEK-
Blue™-Zellen mit L. pneumophila Corby ∆flaA wurde eine OD620 von 0,36 ermittelt.
Dieser Wert war vergleichbar mit der Negativkontrolle. Daher konnte davon ausgegan-
gen werden, dass durch die flaA-Deletionsmutante keine hTLR5-Aktivierung ausgelöst
wurde. Bei gleichzeitiger Zugabe von 30 ng/mL FlaA zu der flaA-negativen Mutante
erhöhte sich die OD620 1,5-fach auf durchschnittlich 0,54. Eine hTLR5-Aktivierung
war somit wieder detektierbar. Bei Inkubation der HEK-Blue™-Zellen mit 100 ng/mL
FlaA (Positivkontrolle) wurde eine OD620 von 2,02 sowie bei Stimulation mit 1 µg/mL
ProA eine OD620 von 0,33 gemessen. Die Ergebnisse dieses Versuches zeigten, dass
die proA-Deletionsmutante im Vergleich zum Wildtyp eine erhöhte TLR5-Aktivierung
induziert. Durch Zugabe von nativem ProA konnte die Aktivierung reduziert werden.
Um die Komplementation mit gereinigtem Protein genauer zu quantifizieren, wur-
den HEK-Blue™-Zellen mit L. pneumophila Corby ∆flaA, bzw. L. pneumophila Cor-
by ∆proA und 0,05 ng/mL, 0,1 ng/mL, 0,5 ng/mL, 1 ng/mL, 5 ng/mL, 10 ng/mL,
50 ng/mL und 100 ng/mL FlaA, bzw. 0,1 ng/mL, 0,5 ng/mL, 1 ng/mL, 5 ng/mL,
10 ng/mL, 50 ng/mL, 100 ng/mL, 500 ng/mL, 1.000 ng/mL und 5.000 ng/mL ProA
inkubiert (Abb. 5.38).
Bei Inkubation der HEK-Blue™-Zellen mit L. pneumophila Corby ∆flaA wurde eine
OD620 von 0,31 detektiert. Die Negativkontrolle (1 x PBS) lag bei OD620 0,29. Nach
Zugabe von 0,05 ng/mL und 0,1 ng/mL FlaA konnte keine Erhöhung der OD620 detek-
tiert werden. Bei Komplementation mit 0,5 ng/mL FlaA erhöhte sich die OD620 leicht
auf 0,37 und steigerte sich mit 1 ng/mL Flagellin weiter auf OD620 0,41. Die Inkubation
der flaA-Deletionsmutante mit 5 ng/mL FlaA ergab eine OD620 von 0,6. Diese erhöhte
sich bei 10 ng/mL FlaA auf OD620 0,79, bei 50 ng/mL FlaA auf OD620 1,43 und bei
100 ng/mL FlaA auf OD620 1,94. Je höher also die zugebene Konzentration an nati-
vem Flagellin war, desto stärker fiel auch die hTLR5-Aktivierung aus. Durch Komple-
mentation mit FlaA konnte die hTLR5-Aktivierung der flaA-Deletionsmutante somit
erhöht werden (Abb. 5.38 A). Bei Stimulation der HEK-Blue™-Zellen mit L. pneumo-
phila Corby ∆proA lag die gemessene OD620 bei 2,07. Nach Zugabe von 0,1-10 ng/mL
ProA konnte keine signifikante Reduktion der hTLR5-Aktivierung detektiert werden.
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Abbildung 5.38: Konzentrationsabhängige hTLR5-Aktivierung in HEK-Blue™-Zellen bei Inku-
bation mit L. pneumophila Corby. Die hTLR5-Aktivierung wurde durch Aktivierung von SEAP bei
OD620 detektiert. (A) Inkubation von L. pneumophila Corby∆flaA (Kreis) mit 0,05 ng/mL, 0,1 ng/mL,
0,5 ng/mL, 1 ng/mL, 5 ng/mL, 10 ng/mL, 50 ng/mL und 100 ng/mL FlaA (Quadrat). Als Kontrolle
diente 1 x PBS (Dreieck). Die Zugabe von FlaA führte zu einer Erhöhung der hTLR5-Aktivierung von
L. pneumophila Corby ∆flaA. ± SEM. (B) Inkubation von L. pneumophila Corby ∆proA (Kreis) mit
0,1 ng/mL, 0,5 ng/mL, 1 ng/mL, 5 ng/mL, 10 ng/mL, 50 ng/mL, 100 ng/mL, 500 ng/mL, 1.000 ng/mL
und 5.000 ng/mL ProA (Quadrat). Als Kontrolle diente 1 x PBS (Dreieck). Durch Zugabe von ProA
wurde die hTLR5-Aktivierung der proA-Deletionsmutante reduziert. ± SEM
Erst bei Komplementation mit 50 ng/mL ProA verringerte sich die OD620 auf 1,84.
Nach Zugabe von 100 ng/mL Protease reduzierte sich die OD620 weiter auf 1,72.
Mit 500 ng/mL ProA lag die OD620 bei durchschnittlich 1,46, mit 1.000 ng/mL ProA
bei 1,03 und mit 5.000 ng/mL ProA bei 0,71. Durch Zugabe von ProA konnte die
hTLR5-Aktivierung durch L. pneumophila Corby ∆proA somit um ein 3-faches redu-
ziert werden (Abb. 5.38 B).
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5.5.5 ProA reduziert die Aktivierung von TLR5 während der
HLTE-Infektion
Um zu überprüfen, ob die Degradation von FlaA durch ProA die TLR5-Aktivität be-
einflusst, wurden HLTEs in kleine Stücke geschnitten und mit L. pneumophila Corby
WT, L. pneumophila Corby ∆proA und L. pneumophila Corby ∆flaA infiziert. Für die
Komplementation der fehlenden Proteinfunktionen wurden die proA-Deletionsmutante
zusätzlich mit 1 µg/mL ProA und die flaA-defiziente Mutante mit 100 ng/mL FlaA
inkubiert. Als Negativkontrolle wurde in Lungenmedium inkubiertes Gewebe ver-
wendet. Nach 2 h wurden die Kulturüberstände entnommen und zusammen mit der
hTLR5-exprimierenden Zelllinie HEK-Blue™ inkubiert. Die Aktivierung von hTLR5
wurde durch Messung der OD620 bestimmt.
Die gemessene OD620 wurde dabei pro g Gewebe berechnet und lag bei den mit
dem Wildtyp infizierten HLTEs durchschnittlich bei 16,02. Bei der Negativkontrol-
le konnte eine OD620 von 4,0/g Gewebe detektiert werden. Somit zeigte der Kultu-
rüberstand bei Inkubation der HLTEs mit L. pneumophila Corby WT eine deutlich
erhöhte hTLR5-Aktivierung der HEK-Blue™-Zellen. Für den Kulturüberstand der
proA-Deletionsmutante wurde eine OD620 von durchschnittlich 24,84/g Gewebe be-
stimmt. Dieser Wert war im Vergleich zum Wildtyp-Überstand auf ein 1,6-faches er-
höht. Demnach führte die Infektion des Lungengewebes mit L. pneumophila Corby
∆proA zu einer signifikant erhöhten hTLR5-Aktivierung im Vergleich zum Wildtyp.
Bei Komplementation der Abwesenheit von ProA in der proA-negativen Mutante mit
1 µg/mL gereinigtem ProA wurde eine durchschnittliche OD620 von 10,18/g Gewe-
be detektiert. Somit sank die hTLR5-Aktivierung nach Zugabe der Protease auf ein
2,4-faches. Die gemessene OD620/g Gewebe des Kulturüberstandes der flaA-negativen
Mutante lag durchschnittlich bei 3,58 und war vergleichbar mit der Negativkontrolle.
Nach Zugabe von 100 ng/mL FlaA erhöhte sich die OD620 auf ein 2,5-faches auf 8,95/g
Gewebe. Die hTLR5-Aktivierung konnte somit wiederhergestellt werden (Abb. 5.39).
Die Ergebnisse dieses Versuches zeigten, dass L. pneumophila die Flagellin-abhängige
TLR5-Aktivierung bei HLTE-Infektionen auslösen kann und ProA eine wichtige Rolle
bei der Verhinderung der Immundetektion spielt.
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Abbildung 5.39: hTLR5-Aktivierung in HEK-Blue™-Zellen durch HLTE-Überstände. HLTEs
wurden mit L. pneumophila Corby WT, L. pneumophila Corby∆proA und L. pneumophila Corby∆flaA
infiziert. Für die Komplementation der fehlenden Proteinfunktionen wurden die proA-defiziente Mutan-
te zusätzlich mit 1 µg/mL ProA und die flaA-defiziente Mutante mit 100 ng/mL FlaA inkubiert. Als
Negativkontrolle diente Gewebe in Lungenmedium. Nach 2 h wurden die Kulturüberstände entnommen
und für 16 h mit HEK-Blue™-Zellen inkubiert. Die hTLR5-Aktivierung wurde durch Messung der
SEAP-Aktivität bei OD620 bestimmt. Bei Infektion mit der proA-Deletionsmutante konnte eine signifi-
kant erhöhte hTLR5-Aktivierung detektiert werden. Durch Zugabe von gereinigtem ProA ließ sich diese
wieder reduzieren. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus sechs unabhängigen
Experimenten. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des Student´s t-Test ermittelt (*p ≤ 0,05, **p ≤ 0,01,
***p ≤ 0,001), ± SEM.
5.5.6 ProA verhindert die CXCL8-Produktion in HLTEs
Es konnte bisher gezeigt werden, dass ProA durch Spaltung von Flagellin die Aktivie-
rung von humanem TLR5 auch in HLTEs verhindern kann. Die Aktivierung von TLR5
führt zur Ausschüttung des proinflammatorischen Chemokins IL-8, welches in huma-
nen Zellen von dem CXCL8-Gen codiert wird. Um zu überprüfen, wie sich der Einfluss
von ProA auf die CXCL8-Produktion im Lungengewebe auswirkt, wurden die Kultu-
rüberstände von mit L. pneumophila Corby WT, L. pneumophila Corby ∆proA und
L. pneumophila Corby ∆flaA infizierten HLTEs (siehe Kapitel 5.5.5) mittels ELISA
vermessen. Die Bestimmung der CXCL8-Konzentration der Proben erfolgte anhand
einer Eichgeraden und wurde pro g Gewebe berechnet. Da dieser Versuch stark vom
Zustand des Lungengewebes abhing, konnten für die Auswertungen nur Ergebnisse
von zwei Donoren herangezogen werden (Abb. 5.40). Eine statistische Auswertung
konnte aufgrund der geringen Anzahl an Werten nicht durchgeführt werden.
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Abbildung 5.40: Bestimmung der CXCL8-Konzentration in L. pneumophila-infizierten HLTE-
Überständen. HLTEs wurde mit L. pneumophila Corby WT, L. pneumophila Corby ∆proA und
L. pneumophila Corby ∆flaA infiziert. Für die Komplementation der fehlenden Proteinfunktion wur-
de die proA-defiziente Mutante zusätzlich mit 1 µg/mL ProA und die flaA-defiziente Mutante mit
100 ng/mL FlaA inkubiert. Als Negativkontrolle diente in Lungenmedium kultiviertes Gewebe. Nach
2 h wurden die Kulturüberstände entnommen und die CXCL8-Konzentration mittels ELISA-Kit
"DuoSet®"(R & D Systems) bestimmt. Diese wurde anhand einer Eichgeraden und pro g Gewebe
berechnet. Die Graphen (A) und (B) stellen jeweils die Ergebnisse von einem Donor dar. Die proA-
defiziente Mutante zeigte tendenziell eine höhere CXCL8-Produktion, die durch Zugabe von gereinig-
tem ProA wieder reduziert werden konnte. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler von in
Duplikaten durchgeführten Messungen. ± SEM.
Bei den Kulturüberständen von mit dem Wildtyp infizierten HLTEs des ersten Do-
nors konnte eine durchschnittliche Konzentration an CXCL8 von 6.497,90 pg/mL pro
g Gewebe gemessen werden. Diese war im Vergleich zur Kontrolle (uninfiziertes Ge-
webe), die eine CXCL8-Konzentration von 3.620,58 pg/mL pro g Gewebe aufwies,
auf das 1,8-fache erhöht. Bei Infektion mit L. pneumophila Corby ∆proA wurde ei-
ne durchschnittliche CXCL8-Konzentration von 13.236,63 pg/mL pro g Gewebe de-
tektiert. Diese lag somit um ein 2-faches höher als bei Infektion mit dem Wildtyp.
Durch zusätzliche Inkubation mit 1 µg/mL gereinigtem ProA ließ sich die Chemokin-
Konzentration um ein 2,3-faches auf 5.870,75 pg/mL pro g Gewebe reduzieren. Infek-
tion der HLTEs mit L. pneumophila Corby ∆flaA führte zur Produktion von durch-
schnittlich 5.229,69 pg/mL CXCL8 pro g Gewebe. Der Wert war somit im Vergleich
zur Kontrolle um ein 1,4-faches erhöht, jedoch auch 1,2-fach niedriger als bei Infek-
tion mit dem Wildtyp. Die zusätzliche Infektion mit 100 ng/mL gereinigtem FlaA
führte jedoch in diesem Experiment zu einer Reduktion der CXCL8-Konzentration
auf 3.273,34 pg/mL pro g Gewebe. Der Wert lag dabei sogar niedriger als bei der
uninfizierten Kontrolle (Abb. 5.40 A).
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Beim zweiten Donor lagen die gemessenen CXCL8-Konzentrationen insgesamt deut-
lich höher als beim ersten Donor, was verdeutlicht, dass die Eigenschaften des ex-
plantierten Lungengewebes der verschiedenen Spender oft unterschiedlich sind. Je-
doch waren die Verhältnisse der gemessenen CXCL8-Konzentrationen der verschie-
denen Ansätze sehr ähnlich. Bei Infektion mit L. pneumophila Corby WT wurde eine
durchschnittliche CXCL8-Konzentration von 55.871,96 pg/mL pro g Gewebe detek-
tiert. Diese war im Vergleich zur uninfizierten Kontrolle 3,5-fach erhöht, bei der eine
CXCL8-Konzentration von 16.051,03 pg/mL pro g Gewebe gemessen wurde. Bei In-
fektion mit L. pneumophila Corby ∆proA konnte eine mittlere CXCL8-Konzentration
von 78.777,83 pg/mL pro g Gewebe bestimmt werden. Diese war im Vergleich zum
Wildtyp auf ein 1,4-faches erhöht. Bei Komplementation der ProA-Funktion mit ge-
reinigtem ProA wurde eine Reduktion der Chemokin-Konzentration auf ein 2,1-faches
auf durchschnittlich 38.414,56 pg/mL pro g Gewebe gemessen. Bei den Kulturüber-
ständen von L. pneumophila Corby ∆flaA-infizierten HLTEs wurde eine CXCL8-
Konzentration von 29.978,76 pg/mL pro g Gewebe bestimmt. Diese lag somit um ein
1,9-faches höher als bei der Kontrolle, jedoch auch um den gleichen Faktor niedri-
ger als nach Infektion mit L. pneumophila Corby WT. Bei zusätzlicher Inkubation mit
100 ng/mL gereinigtem FlaA konnte eine deutlich höhere Chemokin-Konzentration
im Kulturüberstand detektiert werden. Diese lag bei durchschnittlich 53.717,18 pg/mL
pro g Gewebe und somit vergleichbar mit der gemessenen Konzentration nach In-
fektion der HLTEs mit dem Wildtyp. Im Vergleich zum ersten Donor konnte hier ei-
ne deutlich erhöhte CXCL8-Konzentration bei Komplementation der FlaA-Funktion
durch gereinigtes Flagellin gemessen werden (Abb. 5.40 B). Insgesamt zeigten diese
Versuche, dass ProA in der Lage ist, die CXCL8-Produktion in infizierten HLTEs zu
reduzieren.
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Bakterielle Proteasen hydrolysieren Peptidbindungen und können somit Proteine und
Peptide degradieren. Infolgedessen spielen sie in Prokaryoten eine wichtige physiolo-
gische Rolle und beeinflussen ein breites Spektrum an biologischen Prozessen (Hoge
et al., 2010). Für L. pneumophila sind Proteasen unter anderem deshalb essentiell, weil
sie vor allem Aminosäuren als primäre Energiequelle nutzen (Pine et al., 1984, Eylert
et al., 2010). Als bisher am besten charakterisierte Protease von L. pneumophila gilt
ProA. Doch obwohl ProA zu einer der ersten in L. pneumophila untersuchten Faktoren
gehört, sind viele Funktionen der Protease bis heute nicht eindeutig geklärt. ProA ist
das meist sezernierte Protein von L. pneumophila und eine Assoziation mit der Viru-
lenz des Lungenpathogens wurde bereits in früheren Ansätzen vermutet (z.B. (Conlan
et al., 1986, Moffat et al., 1994b, Edelstein et al., 1999). Für ein tieferes Verständ-
nis der Pathogenitätsmechanismen von L. pneumophila ist die eindeutige Aufklärung
der Funktionen dieser sezernierten Protease somit von großer Wichtigkeit. In dieser
Arbeit wurden daher Ansätze in Vorbereitung auf die Strukturaufklärung von ProA
durchgeführt und eine Deletionsmutante erstellt. Weiterhin wurde der Einfluss die-
ser Zink-Metalloprotease auf das Sekretom von L. pneumophila, die Sliding Motility
sowie die Infektion verschiedener Wirtszellen und humaner Lungengewebsexplantate
untersucht. Ein weiterer, wichtiger Aspekt dieser Arbeit war die Modulation der pro-
inflammatorischen Antwort von Wirtszellen durch ProA. Da bisher nur sehr wenige
Proteasen von L. pneumophila näher charakterisiert sind, wurden auch phänotypische
Untersuchungen der Proteasen PepN und LpC_0267 durchgeführt.
6.1 Optimierung von Produktion und Reinigung
von ProA sowie erste Versuche zur
Kristallisation
Die Rolle von ProA bei der Virulenz von L. pneumophila konnte bislang nicht eindeu-
tig geklärt werden. Einen möglichen Hinweis auf ihre Funktionsweise könnte die Kris-
tallstruktur der Protease geben, die bisher nicht gelöst wurde. ProA weist zwar große
Homologien zur Elastase LasB von P. aeruginosa und Thermolysin von B. thermopro-
teolyticus auf, jedoch konnte z.B. in Untersuchungen mit künstlichen, fluoreszierenden
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Substraten ein gänzlich anderes Spaltungsprofil für die Protease als bei Thermolysin
nachgewiesen werden (Black et al., 1990, Poras et al., 2012). Für ein besseres Ver-
ständnis der Wirkungsweise des meist sezernierten Proteins von L. pneumophila und
in Hinblick auf die Identifizierung möglicher Targets sowie der Entwicklung von Inhi-
bitoren, sollten im Rahmen dieser Arbeit die Produktion und Reinigung von ProA op-
timiert sowie erste Kristallisationsversuche durchgeführt werden. Mit dem Ziel, mög-
lichst große Mengen an reinem Protein zu gewinnen, wurden dafür verschiedene An-
sätze getestet. Da ProA von L. pneumophila selbst bereits in größeren Mengen produ-
ziert und in das Medium sezerniert wird, war eine Herangehensweise die Isolierung
von nativem Protein (Abb. 6.1).
Abbildung 6.1: Schema der ProA-Sekretion an Hand der Thermolysin-ähnlichen Proteasen. Nach
der Translation besteht das Präprotein aus einen Signalpeptid (weiß), dem Propeptid (grau) und der Se-
quenz, die später die reife Protease bildet (schwarz). Die Signalsequenz wird beim Transport über die
innere Membran abgespalten. Das Propeptid dient als intramolekulares Chaperon und unterstützt die
korrekte Faltung der unreifen Protease im Periplasma. Durch autokatalytische Spaltung wird das Pro-
peptid abgespalten und die Sekretion der reifen, aktiven Protease in das extrazelluläre Medium erfolgt
(Inouye et al., 2007).
Der Vorteil dieses Ansatzes ist die Gewinnung der Protease in seiner nativen Kon-
formation, was gerade in Hinblick auf die eventuelle Bestimmung der Kristallstruk-
tur Vorteile bietet. Weiterhin werden umständliche Klonierungsschritte sowie das An-
passen der optimalen Wachstumsbedingungen für die Produktionsstämme umgangen.
Mit Hilfe der Ammoniumsulfatfällung konnte natives ProA aus dem Kulturüberstand
von L. pneumophila ausgefällt und mittels Anionenaustauschchromatographie gerei-
nigt werden. Die durch Western Blot und einem spezifischen Antikörper als ProA-
haltig identifizierten Fraktionen waren dabei größtenteils frei von anderen Proteinen.
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Insgesamt konnten mit dieser Methode aus 1 L Kulturüberstand ca. 1 mg reines ProA
isoliert werden. Mit Hilfe des Azocasein-Assays wurde weiterhin die Aktivität der
isolierten Protease bestätigt und Erkenntnisse für den Einsatz in weiterführenden Un-
tersuchungen gewonnen. Die native Isolierung von ProA war erfolgreich, da reines,
aktives Protein gewonnen werden konnte, welches für die weitere Untersuchung der
Protease benötigt wurde. Jedoch waren die erhaltenen Mengen nicht ausreichend für
die Kristallisation von ProA. Für einen Kristallisationsansatz sollte die höchstmögli-
che Konzentration eines Proteins eingesetzt werden, bei der noch keine Präzipitation
stattfindet. Üblicherweise liegt diese zwischen 2 mg/mL und 50 mg/mL (Dessau and
Modis, 2011). Für eine höhere Ausbeute an nativem ProA müsste L. pneumophila
somit in einem viel größerem Maßstab kultiviert werden. Jedoch sollte dieses Vorge-
hen bei einem humanpathogenen S2-Organismus möglichst vermieden werden, da die
Erhöhung der Kulturmenge auch immer mit einer Steigerung des Infektionsrisikos ein-
hergeht.
Für eine höhere Ausbeute an Protein und eine gezieltere Produktion in E. coli wur-
de das proA-Gen daher in einen Expressionsvektor eingebracht. Dafür wurden unter-
schiedliche Expressionssysteme und Produktionsbedingungen getestet (siehe Tabel-
le 5.1). Als vielversprechend stellte sich die Produktion mit dem Expressionsplas-
mid pET22b(+) in E. coli BL21 heraus. Optimale Produktionsergebnisse konnten in
TB-Medium bei Induktion mit α-Lactose und Inkubation bei 30 °C erzielt werden.
Der Vergleich der Reinigung von Kulturüberstand und der periplasmatischen Frak-
tion (PPF) über Affinitätschromatographie mit Protino® Ni-TED Tropfsäulen zeigte,
dass reines, rekombinantes ProA aus der PPF isoliert werden konnte. Im Gegensatz
zur Reinigung aus dem Kulturüberstand konnten in den ProA-haltigen Fraktionen kei-
ne anderen Proteine nachgewiesen werden. Die erzielte Ausbeute lag bei ca. 800 µg
reinem, rekombinantem ProA aus 500 mL Kultur. Damit konnte eine größere Menge
an reinem Protein gewonnen werden als bei der nativen Isolation. Jedoch zeigte sich,
dass auch Degradationsprodukte der Protease isoliert wurden. Da die Reinigung bei
Raumtemperatur durchgeführt wurde, war das Auftreten solcher Abbauprodukte bei
Produktion einer aktiven Protease jedoch zu erwarten. Bei Anpassung der Produktion
auf einen größeren Maßstab (2 L) und gleichzeitiger Erhöhung der Proteinkonzentra-
tion waren die Auswirkungen der Selbstdegradation von ProA besonders deutlich zu
sehen, obwohl die Reinigung hier bei einer niedrigeren Temperatur (15 °C) durchge-
führt wurde.
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Da die Degradationsprodukte bei der Kristallisation möglicherweise stören können,
wurden weitere Reinigungsschritte an die Affinitätschromatographie angeschlossen.
Bei einer direkt auf die IMAC folgenden Gelpermeationschromatographie wurde nach
massenspektrometrische Analysen eine Anhäufung des Propeptids von ProA in den
verschiedenen Fraktionen nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Das Propeptid wurde
bei der rekombinanten Produktion zwar korrekt abgespalten, blieb aber während der
Gelfiltration anscheinend trotzdem mit der reifen Protease assoziiert. Dies ist nicht un-
typisch für Proteasen der Thermolysin-Familie. Für Vibriolysin aus Vibrio vulnificus
konnte bereits gezeigt werden, dass das seperat exprimierte Propeptid stark mit der
katalytischen Domäne interagiert und einen inhibitorischen Effekt auf die Aktivität
der reifen Protease hat (Gao et al., 2010). Daher wurde im Anschluss an die IMAC zu-
nächst eine hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC) durchgeführt, welche sich
in früheren Versuchen bei der Reinigung von rekombinantem Thermolysin als vorteil-
haft erwiesen hatte (Inouye et al., 2006). Mittels HIC konnte die Menge der Degrada-
tionsprodukte von ProA reduziert werden. Weiterhin war das Propeptid nach Elution
nicht mehr in den Fraktionen nachweisbar. Im Anschluss wurde mit den ProA-haltigen
Fraktionen eine Gelpermeationschromatographie (GPC) durchgeführt. Dadurch konn-
te die Menge der niedermolekularen Degradationsprodukte im Vergleich zur HIC deut-
lich reduziert werden. Die Verwendung von 10 mM EDTA im verwendeten Puffer er-
wies sich als vorteilhaft gegenüber einer niederigeren EDTA-Konzentration oder dem
Einsatz eines EDTA-freien Puffers. So konnte die Elution der Protease-haltigen Frak-
tionen in einem schärferen Peak erfolgen. Die erhaltene Ausbeute lag nach der GPC
bei 3-5 mg aus 2 L Kultur. Durch die native Isolierung aus L. pneumophila konnten
dagegen nur ca. 1 mg/L gewonnen werden. Somit wurde durch die rekombinante Pro-
duktion und Reinigung eine deutlich größere Menge an reinem Protein isoliert.
In Bezug auf die zukünftige Optimierung der Produktion und Reinigung von ProA soll-
te beachtet werden, dass die potentiell mögliche Ausbeute weiterhin optimiert werden
kann. So wird ein Teil des produzierten ProA-Proteins sezerniert und könnte mittels
Ammoniumsulfatfällung und weiterer, chromatographischer Reinigung aus dem Kul-
turüberstand isoliert werden. Möglicherweise würde hier ein Reinigungsschritt ent-
fallen, da sich das Propeptid nach der Sekretion in das umgebende Medium von der
reifen Protease trennen, bzw. von ProA selbst degradiert würde (Kessler et al., 1998).
Ein Nachteil bei der Produktion einer aktiven Protease ist das Auftreten einer großen
Menge an Degradationsprodukten bei Zunahme der Proteinkonzentration. Durch Zu-
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gabe von Komplexbildnern wie EDTA und Lagerung des Proteins bei -20 °C zwischen
den einzelnen Reinigungsschritten sowie Durchführung der Reinigung bei niedrigeren
Temperaturen kann die Aktivität der Protease zwar reduziert, jedoch nicht vollständig
unterbunden werden. Durch Inaktivierung der Proteaseaktivität könnte die Bildung von
Aggregaten oder eine mögliche Interaktion mit der Matrix unterbunden werden.
In weiteren Experimenten, auf die in dieser Arbeit nicht näher eingegangen wurde,
wurde eine inaktive Variante von ProA produziert. Moffat et al. zeigten, dass durch
Ersetzen des katalytischen Glutamats an Position 378 durch Asparagin die proteoly-
tische Aktivität von ProA unterbunden werden kann (Moffat et al., 1994a). Rekombi-
nant konnte die inaktive Protease zwar in großen Mengen produziert werden, jedoch
lag das Protein absolut unlöslich in sogenannten Inclusion bodies im Zellpellet vor. In
L. pneumophila selbst führte die Inaktivierung zu einer drastisch reduzierten Produk-
tion von ProA. Auch hier war ein Großteil der Protease als Präproenzym im Zellpellet
lokalisiert. Der Austausch der katalytischen Aminosäure führte also zu einer deutlich
herabgesetzten Sekretion. Ausgelöst werden könnte dies z.B. über eine Verdeckung
des Signalpeptids oder der Steigerung der Hydrophobizität durch Fehlfaltung des Pro-
teins. Weiterhin ist eine Autoprozessierung der Protease nicht mehr möglich, was die
Sekretion zusätzlich beeinflussen könnte. Ähnliche Ergebnisse konnten bereits für die
Elastase LasB aus P. aeruginosa gezeigt werden (McIver et al., 1993). Eine Produktion
von inaktivem ProA ist somit nicht möglich.
Mit gereinigtem, rekombinantem ProA wurden erste Kristallisationstests durchgeführt.
Eine Pilzkontamination des Pipettiersystems führte zu einem Hyphenwachstum in ei-
nigen Testansätzen. Gerade in diesen Ansätzen konnten vermehrt Kristalle beobachtet
werden, da die Hyphen als Kristallisationskeime fungieren können. Jedoch sind diese
Bedingungen in keinster Weise reproduzierbar. Vielversprechend waren die Ansätze
mit 9,4 mg/mL ProA-His6 unter Fällung mit 0,1 M Tris, 40 % (v/v) PEG 300 und
5 % (w/v) PEG 1.000 (JSCG Core III) sowie 4,9 mg/mL ProA-His6 unter Fällung
mit 0,07 M Natriumacetat, pH 4,6, 30 % (v/v) Glyzerin und 5,6 % (w/v) PEG 4.000
(Cryos). Bei beiden Ansätzen lagen keine Kontaminationen vor und es konnten viele
kleinere Kristalle beobachtet werden, die unter kreuzpolarisiertem Licht nicht leuch-
teten. Dies kann ein Hinweis auf Proteinkristalle sein. Für eine weitere Analyse waren
die Kristalle jedoch zu klein, was auf die Proteaseaktivität von ProA zurückzufüh-
ren sein könnte. Bei Inkubation der Screens bei 20 °C über einen längeren Zeitraum
könnte sich ProA selbst abgebaut haben und kleinere Degradationsprodukte wurden
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kristallisiert. Hierbei wäre besonders die lange Inkubationsdauer der Screens bis zur
Entstehung erster Kristalle nachteilig. Jedoch konnten mit Hilfe dieser Tests auch ers-
te Hinweise auf günstige Kristallisationsbedingungen gewonnen werden. Die Verwen-
dung von PEG als Präzipitant schien generell vorteilhaft zu sein, da auch in einigen
weiteren Ansätzen eine Kristallbildung bei Einsatz von PEG beobachtet werden konn-
te (Daten nicht gezeigt). PEG ist ein effektives und häufig verwendetes Präzipitant und
wurde auch schon erfolgreich für die Kristallisation der Pseudomonas-Elastase LasB
eingesetzt (McPherson, 1976, Thayer et al., 1991). Diese Bedingungen müssten in
weiteren Ansätzen erneut getestet werden. Zum Vergleich könnte dafür rekombinantes
ProA mit abspaltbarem His6 eingesetzt werden, welches die Kristallisation möglicher-
weise stören könnte. Der Einfluss von His-Tags bei der Kristallisation auf die native
Struktur des Proteins ist jedoch umstritten. Bisher berichten nur wenige Arbeiten von
Auswirkungen des His-Tags auf die Faltung. Tatsächlich kann der Tag auch hilfreich
oder sogar notwendig für die Kristallisation sein (Klose et al., 2004, Carson et al.,
2007). In dieser Arbeit konnte ProA nativ aus dem Kulturüberstand von L. pneumo-
phila isoliert und die rekombinante Produktion und Reinigung der Protease optimiert
werden. Erste Kristallisationsversuche ergaben Hinweise auf die benötigten Kristalli-
sationsbedingungen hinsichtlich der Bestimmung der Kristallstruktur von ProA.
6.2 Einfluss von ProA auf das
Wachstumsverhalten und das Sekretom
In dieser Arbeit konnte erfolgreich eine proA-defiziente Mutante hergestellt werden.
Für den weiteren Einsatz in verschiedenen Experimenten war es wichtig, das Wachs-
tumsverhalten der Deletionsmutante zu überprüfen. In YEB-Medium konnte dabei (in
Bezug auf die gemessene OD600) kein signifikanter Unterschied zum Wachstumsver-
halten des Wildtyps festgestellt werden. Das Fehlen der Protease scheint somit nicht
notwendig für das Wachstum in nährstoffreichem Medium zu sein. Alternativ produ-
ziert L. pneumophila eine Vielzahl weiterer Proteasen, die den Verlust von ProA, in
Bezug auf die Gewinnung von Aminosäuren aus Peptiden, möglicherweise ersetzen
können. Weiterhin enthält das YEB-Medium Hefeextrakt, in welchem durchaus noch
aktive Proteasen vorkommen können (Campbell et al., 1995).
Auch die gemessene Proteinkonzentration im Kulturüberstand von L. pneumophila
Corby ∆proA zeigte keine Differenzen zum Wildtyp, obwohl das meist sezernierte
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Protein dort nicht mehr vorhanden war. Zunächst wurde daher vermutet, dass dieser
Verlust durch die höhere Produktion anderer Proteine ausgeglichen wird. Der Ver-
gleich der Proteaseaktivitäten im Kulturüberstand der proA-Deletionsmutante und des
Wildtyps zeigte, dass ProA den größten Anteil an der extrazellulären Proteaseaktivi-
tät hat. Die in der proA-defizienten Mutante gemessenen Proteaseaktivitäten waren im
Vergleich zum Wildtyp nur minimal.
In CDM konnte dagegen ein leicht verzögertes Eintreten von L. pneumophila Cor-
by ∆proA in die log-Phase beobachtet werden. Vermutlich spielt ProA daher beim
Wachstum in CDM eine Rolle. Eine Messung der extrazellulären Proteaseaktivität so-
wie die Betrachtung des Sekretionsprofils von L. pneumophila Corby ∆proA zeigten
jedoch, dass ProA auch im Wildtyp bei Kultivierung in CDM nur in sehr geringen
Mengen vorkommt. Normalerweise sollte die Produktion extrazellulärer Proteasen in
nährstoffärmeren Umgebungen erhöht werden (Whooley et al., 1983). Jedoch konnte
auch schon für die P. aeruginosa-Elastase LasB eine drastische Reduktion in Minimal-
medium nachgewiesen werden (Scott et al., 2013). Dies könnte damit zusammenhän-
gen, dass LasB ein Quorum sensing (QS)-reguliertes Protein ist, sodass die reduzierte
Produktion wahrscheinlich mit der geringen Zelldichte in dem Medium zusammen-
hängt. Auch Legionellen erreichen in CDM deutlich geringere optische Dichten als
bei Kultivierung in nährstoffreichem Medium. So erreichte der Wildtyp maximal eine
OD600 von ca. 1,9.
In L. pneumophila ist unter anderem das lqs (Legionella quorum sensing)-System für
das QS verantwortlich. Das lqs-System erkennt das Signalmolekül LAI-1 und kontrol-
liert, neben anderen Zweikomponentensystemen, den Übergang von der replikativen in
die transmissive Wachstumsphase über die regulatorische Kaskade RsmY/RsmZ-CsrA
(Spirig et al., 2008, Tiaden et al., 2007, Schell et al., 2016). Einen Hinweis auf die
QS-vermittelte ProA-Expression könnte der Stamm L. longbeachae geben. Für diesen
wurden keine lqs-Gene gefunden. Zusätzlich zeigt L. longbeachae keine extrazellulä-
re Proteaseaktivität. Sequenzvergleiche mit dem Programm BLAST ergaben weiterhin
keine Mutationen des L. longbeachae-ProAs im Zink-Bindemotif oder des für die Ak-
tivität verantwortlichen Glu378. Durch das Fehlen der lqs-Gene wird in L. longbeachae
höchstwahrscheinlich die Produktion von LAI-1 durch LqsA unterbunden. Es könnte
jedoch sein, dass freies LAI-1 anderer Legionellen weiterhin detektiert werden kann.
Um eine mögliche Abhängigkeit der ProA-Produktion von LAI-1-vermitteltem QS
zu untersuchen, könnte zellfreier Kulturüberstand von L. pneumophila Corby ∆proA
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mit L. longbeachae inkubiert werden. Dabei könnte analysiert werden, ob LAI-1 von
L. pneumophila Corby von L. longbeachae detektiert werden kann. Führt dies in wei-
terer Folge zur ProA-Expression in L. longbeachae, wäre ein Zusammenhang bestä-
tigt. Tiaden et al. (2008) zeigten, dass über das Lqs-System die Expression einiger
Virulenz-assoziierter Gene reguliert wird. So sind in einer lqs-defizienten Mutante un-
ter anderem Gene verschiedener Dot/Icm-Substrate wie LidA und SidC sowie Gene
im Zusammenhang mit dem Aufbau der Flagelle reprimiert. Für das proA-Gen konnte
jedoch bisher keine Reduktion in der Expression festgestellt werden.
In früheren Studien konnte gezeigt werden, dass die proA-Expression von dem alterna-
tiven Sigmafaktor RpoS positiv beeinflusst wird. Dieser spielt besonders beim Eintritt
der Bakterien in die stationäre Phase eine Rolle und kontrolliert die Expression vieler
Virulenzgene wie z.B. mip. Möglicherweise haben die veränderten Wachstumsbedin-
gungen in CDM einen Einfluss auf die rpoS-Expression, was wiederum zu einer ver-
minderten Expression RpoS-abhängiger Gene führt. In Western Blot-Analysen wurde
daher auch das Vorkommen von Mip im CDM-Sekretom überprüft. Eine Reduktion
im Vergleich zum Wildtyp-Sekretom nach Kultivierung in YEB konnte hierbei nicht
festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Dies könnte bedeuten, dass in CDM kei-
ne Veränderung der RpoS-vermittelten Expression vorliegt. Um dies abschließend zu
klären müssten allerdings noch weitergehende Untersuchungen mit weiteren RpoS-
abhängigen Genen durchgeführt werden.
In dieser Arbeit wurde des Weiteren untersucht, ob die Zugabe von Proteinen oder
Protein-haltigen Zusätzen zu einer erhöhten Produktion von ProA in CDM führt. Je-
doch führte weder eine Inkubation mit Casein, noch mit THP-1- oder Lungenproteom
zu einer vermehrten ProA-Produktion in L. pneumophila Corby WT. Dies lässt darauf
schließen, dass die ProA-Expression nicht abhängig von dem Vorkommen extrazellu-
lärer Proteine ist. Ähnliche Ergebnisse konnten auch schon in Versuchen mit LasB aus
P. aeruginosa gezeigt werden. Auch hier war das Vorkommen von extrazellulärem Pro-
tein für die Induktion der Elastase-Produktion nicht notwendig. Weiterhin wurde die
Produktion auch nicht durch freie Aminosäuren reprimiert (Jensen et al., 1980). Die ef-
fiziente Produktion von LasB ist stark Calcium-abhängig. Jedoch ergab das Wachstum
in Ca2+-freiem Medium keinen veränderten Nachweis von ProA im CDM-Sekretom.
Interessanterweise zeigte das Sekretom einer Mutante von L. pneumophila Corby, die
nur inaktives ProA bildet, ein ähnliches Sekretomprofil wie bei Inkubation des Wild-
typs in CDM. In dem verwendeten CDM war kein zusätzliches Zn2+ enthalten. Mög-
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licherweise führte dies zu einer stark reduzierten Bildung von aktivem ProA. Somit
könnte die Expression von proA auch von dem Vorkommen von aktivem ProA selbst
abhängen. Diese Möglichkeit müsste in weiterführenden Proteom- und Transkriptom-
studien eingehender untersucht werden.
Bei Kultivierung in YEB-Medium ließen sich im Gegensatz zur Kultivierung in CDM
eindeutige Unterschiede in den Sekretionsprofilen von L. pneumophila Corby WT und
L. pneumophila Corby ∆proA feststellen. Eine naheliegende Vermutung wäre, dass
durch den Verlust des meist sezernierten Proteins in der proA-Deletionsmutante die Ex-
pression oder Sekretion anderer Proteine wie z.B. Proteasen erhöht würde, um diesen
auszugleichen. Jedoch zeigte die massenspektrometrische Analyse, dass im Sekretom
von L. pneumophila Corby ∆proA kein einziges Protein vermehrt vorlag. Stattdessen
konnten sehr viele Proteine nachgewiesen werden, die im Vergleich zum Wildtyp ver-
mindert oder gar nicht vorkamen. Viele dieser Proteine sind in den Metabolismus von
L. pneumophila involviert. Daher wurde zunächst vermutet, dass es bei der Präparation
des Sekretoms zu einer mechanischen Zelllyse des Wildtyps gekommen war. Ein Ver-
gleich der koloniebildenden Einheiten vor und nach der Zentrifugation zeigte jedoch
keine Differenzen, weshalb eine Zelllyse ausgeschlossen werden konnte. Weiterhin
deckte sich die Sekretomzusammensetzung des Wildtyps auch mit den Ergebnissen
einer früheren Sekretomstudie mit L. pneumophila Philadelphia (Galka et al., 2008).
So wurden auch dort Proteine der inneren Membran (z.B. IcmE (DotG)) oder des Cy-
toplasmas (z.B. PepO) im Sekretom detektiert. Anhand der verringerten oder nicht
vorkommenden Proteine im Sekretom der proA-negativen Mutante lässt sich jedoch
nur schwer festellen, welche Rolle ProA bei der Zusammensetzung des Sekretoms
spielt. Ein konkreter Zusammenhang der verschiedenen Proteine konnte nicht detek-
tiert werden. Eine Vermutung wäre, dass ProA extrazelluläre Faktoren aktiviert oder
inaktiviert, die im Zusammenhang mit der Sekretion oder Prozession von Proteinen
stehen. Ein Beispiel für zwei direkt von ProA aktivierte Proteine sind die Phospholipa-
se A PlaC und die Lysophospholipase PlaA, die möglicherweise auch Einfluss auf die
Zusammensetzung des Sekretoms nehmen könnten (Lang et al., 2012, 2017). Ebenfalls
sind verschiedene Peptidasen im Sekretom der proA-Deletionsmutante vermindert, die
vielleicht eine Rolle bei der Aktivierung anderer Faktoren spielen könnten. Auch das
Proteinexport-Protein SecB ist weniger vorhanden. Dieses ist Teil des Sec-Systems,
welches Proteine über die Zytoplasmamembran transportiert und dafür sorgt, dass prä-
sekretorische Proteine ungefaltet die innere Membran passieren. Ein reduziertes Auf-
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treten könnte sich massiv auf die Zusammensetzung des Sekretoms auswirken, da ins-
besondere die Typ II-Sekretion oft Sec-abhängig ist (Green and Mecsas, 2016). Jedoch
lässt ein verringertes Vorkommen im Sekretom keine Rückschlüsse auf das intrazel-
luläre Vorkommen dieses Proteins zu. Ähnliches gilt für die Chaperonine GroEL und
GroES, welche ebenfalls im L. pneumophila Corby ∆proA-Sekretom reduziert vor-
lagen. Diese helfen bei der Faltung zytosolischer Proteine (Martin, 1998). Allerdings
wird für GroEL (auch als HtpB bezeichnet) außerdem eine extrazelluläre Aktivität ver-
mutet. So ist das Chaperonin auch auf der Zelloberfläche lokalisiert und interagiert mit
Rezeptoren von Wirtszellen. Weiterhin vermittelt es die Anheftung an und die Invasion
in die Wirtszelle (Garduño et al., 2011). Damit würde sich das GroEL in eine Reihe
verschiedener multifunktionaler, sogenannter moonlighting-Proteine, eingliedern. In
weiterführenden Untersuchungen wäre es interessant zu schauen, ob auch die intrazel-
lulären, bzw. periplasmatischen Konzentrationen von SecB, GroEL und GroES in der
proA-defizienten Mutante verändert sind.
Des Weiteren könnte ProA Faktoren prozessieren, die wichtig für die Expression oder
Transkription in L. pneumophila sind. Dazu müssten diese Faktoren jedoch extrazel-
lulär vorliegen und anschließend in die Zelle gelangen. Denkbar wäre hier der Ein-
fluss auf Transkriptionsfaktoren, die auf metabolische Signale wie z.B. Aminosäuren
reagieren und spezifisch Zielgene aktivieren oder inaktivieren (Berthoumieux et al.,
2013).
Im Sekretom der proA-Deletionsmutante war, im Vergleich zum Wildtyp-Sekretom,
weiterhin die Katalase/Peroxidase KatG 20,67-fach weniger vorhanden. Die Kultivie-
rung auf bzw. in H2O2-versetztem Medium wirkte sich dabei jedoch nicht negativ auf
das Wachstum von L. pneumophila Corby ∆proA aus. Dies könnte zum Einen dar-
an liegen, dass KatG durchaus noch im Sekretom präsent ist. Zum Anderen besitzt
L. pneumophila die zweite bifunktionale Katalase/Peroxidase KatB. Diese ist in der
exponentiellen Wachstumsphase die dominante Katalase/Peroxidase und bei Inkuba-
tion der Legionellen in H2O2-versetztem Medium somit vermutlich von größerer Be-
deutung als KatG, da dieses sofort auf die Bakterien einwirkt.
KatG ist dagegen hauptsächlich in der stationären Wachstumsphase von Bedeutung.
Dies zeigte sich auch im Stationary Phase Survival von L. pneumophila Corby ∆proA.
Durch Bestimmung der cfu/mL konnte für die Deletionsmutante ein signifikant schnel-
leres Absterben in der stationären Phase im Vergleich zum Wildtyp nachgewiesen wer-
den. In der stationären Wachstumsphase reichern sich außerhalb der Zelle vermehrt
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H2O2-Moleküle an, die durch KatG abgebaut werden können. Ein vermindertes Vor-
kommen der Katalase/Peroxidase im Sekretom der proA-defizienten Mutante kann so-
mit Auswirkungen auf das Überleben in dieser Wachstumsphase haben. Zum Vergleich
könnten in weiterführenden Untersuchungen stationären Kulturen mit H2O2 versetzt
und das Überleben von Wildtyp und proA-defizienter Mutante über die cfu bestimmt
werden. Allerdings ist KatG hauptsächlich im Periplasma von L. pneumophila lokali-
siert. Das reduzierte Vorkommen wurde in dieser Arbeit jedoch nur für das Sekretom
bestimmt. Daher können aktuell keine Aussagen darüber getroffen werden, ob KatG
generell weniger in der proA-Deletionsmutante vorkommt und ob das Defizit im Sta-
tionary Phase Survival allein auf dieses Enzym zurückzuführen ist. So konnte schon
früh festgestellt werden, dass der Verlust von Proteasen zu einem drastisch reduzier-
ten Überleben der Bakterien in der stationären Phase führen kann (Reeve et al., 1984).
Dabei scheint die Regulation durch Proteolyse besonders wichtig bei nicht wachsen-
den Zellen zu sein. Innerhalb der Bakterienzelle kommt es in der stationären Phase
zur Akkumulation verschiedener Proteine. Die zytosolische Protease ClpP aus E. coli
reguliert z.B. durch Proteolyse das Vorkommen dieser Proteine (Weichart et al., 2003).
Eine ähnliche Funktion für extrazelluläre Proteasen wäre denkbar, da sich auch au-
ßerhalb der Zelle Faktoren anhäufen, die in hohen Konzentrationen auch toxisch auf
das Bakterium wirken können. Gleichzeitig können so in einem immer nährstoffärmer
werdenden Medium weiterhin Nährstoffe gewonnen werden. Gerade für Legionellen,
die Aminosäuren als Hauptenergiequelle nutzen, könnte dies von essentieller Bedeu-
tung sein. In jedem Fall lassen die Ergebnisse darauf schließen, dass der Verlust von
proA zu einer verminderten Überlebensfähigkeit in der späten stationären Phase führt.
Weiterhin ist zu vermuten, dass diese Umstände auch mit dem veränderten Sekretom
von L. pneumophila Corby ∆proA im Zusammenhang stehen.
Ein weiteres Enzym, dass im Sekretom der proA-defizienten Mutante im Vergleich
zum Wildtyp-Sekretom 1031,12-fach reduziert vorlag, war die Tyrosin-Phosphatase
LpC_3106. Eine Deletionsmutante des homologen lppA aus L. pneumophila Phil. JR32
zeigte in früheren Studien Wachstumsdefizite in Anwesenheit von Phytat. Phytat hat
eine bakteriostatische Wirkung, da es wichtige Metallionen wie Zn2+ oder Mn2+ che-
latieren kann. LppA ist in der Lage, Phytat durch Hydrolyse abzubauen (Weber et al.,
2014). Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit das Wachstum der proA-negativen Mu-
tante in Anwesenheit von Phytat untersucht. Hier konnte unter Phytat-Zusatz ein si-
gnifikant besseres Überleben der proA-Deletionsmutante im Vergleich zum Wildtyp
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verzeichnet werden. Somit scheint das geringere Vorkommen der Tyrosin-Phosphatase
nicht ausschlaggebend zu sein, was jedoch das verbesserte Überleben unter diesen Be-
dingungen nicht erklären würde. Weber et al. (2014) zeigten auch, dass die Zugabe
von Supplementen wie Fe3+, Zn2+, Mg2+ und Ca2+ der Wachstumshemmung entge-
genwirken kann. Vielleicht werden in der proA-Deletionsmutante mehr dieser Ionen
bereitgestellt oder verwertet, sodass der chelatierende Effekt von Phytat nicht mehr ins
Gewicht fällt. Weiterhin scheint L. pneumophila Corby generell etwas resistenter ge-
gen Phytat zu sein als L. pneumophila Phil. JR32, da eine signifikante Reduktion der
OD600 erst ab einer Konzentration von 15 mM detektiert werden konnte. Bei L. pneu-
mophila Phil. JR32 konnte dieser Effekt schon ab 4 mM Phytat beobachtet werden.
Weber et al. (2014) vermuteten jedoch auch, dass Phytat bei der extrazellulären Ver-
mehrung von L. pneumophila unter Laborbedingungen eher eine geringere Rolle spielt
und hauptsächlich bei der intrazellulären Replikation in Amöben von Bedeutung ist.
Entsprechend konnte für die lppA-defiziente Mutante ein Defekt in der intrazellulä-
ren Vermehrung in Phytat-beladenen A. castellanii festgestellt werden (Weber et al.,
2014). Dies konnte in dieser Arbeit auch für die proA-Deletionsmutante gezeigt wer-
den. Nach 24 h war ein signifikanter Unterschied in der Vermehrung im Vergleich zum
Wildtyp festellbar, der bei Infektionsversuchen ohne Phytat nicht detektiert wurde.
Das geringere Vorkommen der Tyrosin-Phosphatase hat demnach bei der intrazellu-
lären Vermehrung größere Auswirkungen. Dies könnte auf das geringere Angebot an
Mikronährstoffen innerhalb der Wirtszelle zurückzuführen sein. Eukaryotische Zellen
sind in der Lage, das dem intrazellulären Pathogen zur Verfügung stehende Mikro-
nährstoffangebot aktiv zu reduzieren. Dieser Vorgang wird als nutritional immunity
bezeichnet und konnte bereits für Eisen, Zink und Mangan gezeigt werden (Weinberg,
1975, Corbin et al., 2008, Kehl-Fie and Skaar, 2010). Demnach verändern Makro-
phagen die Expression von zytosolischem ZIP und ZnT. Das Transportersystem ist
für die Aufnahme von Zink in bzw. Export aus der Zelle heraus verantwortlich. Wei-
terhin kommt es zu einer verminderten ZIP8-Expression, was zu einer verringerten
Konzentration von lysosomalem Zink führt. Außerdem wird die vermehrte Expressi-
on von Nramp1 induziert, welches Eisen und Mangan aus dem Lysosom herauspumpt
(Kehl-Fie and Skaar, 2010). Nramp konnte auch in der Amöbe D. discoideum als ein
die Legionella-Infektion beeinflussender Faktor nachgewiesen werden (Peracino et al.,
2013, Bozzaro et al., 2013). Somit könnte nutritional immunity auch ein Abwehrme-
chanismus von Amöben sein, gegen den ProA-abhängige Faktoren wie LppA wirken.
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Für eine schlechtere Phytat-Resistenz in L. pneumophila Corby ∆proA spricht wei-
terhin das verringerte Vorkommen des Proteins IolD im Sekretom. Dieses ist, wie
die Tyrosin-Phosphatase, in die Verstoffwechselung von Phytat involviert (Manske
et al., 2016). IolD kommt im Vergleich zum Wildtyp-Sekretom 9,00-fach reduziert
im Überstand von L. pneumophila Corby ∆proA vor. Somit könnte das veränderte
Sekretom von L. pneumophila Corby ∆proA verantwortlich für das Vermehrungsde-
fizit in Phytat-beladenen A. castellanii sein. In zukünftigen Versuchen könnte getes-
tet werden, ob dieses Vermehrungsdefizit auch in D. discoideum auftritt. Diese wei-
sen natürlicherweise eine hohe, intrazelluläre Phytat-Konzentration auf (Weber et al.,
2014). Weiterhin könnten Versuche mit nramp-defizienten Mutanten von D. discoide-
um durchgeführt werden.
Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass der Verlust von ProA eine massive Veränderung
des Sekretoms verursacht und diese sich besonders auf das Überleben von L. pneumo-
phila in der Umwelt auswirkt.
6.3 ProA und PepN beeinflussen die Sliding
Motility
Sliding motility ist eine Flagellen- und Pili-unabhängige Form der Oberflächentranslo-
kation, die mit der Sekretion eines speziellen Tensidfilms einhergeht. Außer L. pneu-
mophila nutzen z.B P. aeruginosa, S. marcescens und V. cholerae diese Art der pas-
siven Fortbewegung (Matsuyama et al., 1995, Brown and Hase, 2001, Murray and
Kazmierczak, 2008). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass auch Proteasen ei-
ne Rolle bei der Sliding Motility von L. pneumophila spielen. So konnte für ProA
ein Effekt auf die Sliding Motility nachgewiesen werden. Dieser betraf jedoch nicht
die Ausbreitung der Kolonie, sondern vielmehr die Ausbreitung des Tensidfilms. Im
Vergleich zum Wildtyp wies dieser eine deutlich reduzierte Fläche sowie eine phä-
notypisch unregelmäßige, fächerartige Struktur auf. Die verringerte Tensidfilmfläche
könnte der reduzierten Produktion des Legionella-Surfactants oder aber dessen ver-
minderen Sekretion zugrunde liegen. Da L. pneumophila Corby ∆proA eine deutlich
verändertes Sekretom im Vergleich zum Wildtyp aufweist, wäre ein Einfluss auf die
Surfactant-Sekretion nicht unwahrscheinlich. Einen weiteren Hinweis auf eine verän-
derte Tensidfilm-Zusammensetzung gibt auch seine sich vom Wildtyp unterscheidende
Struktur.
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Für die pepN-Deletionsmutante wurde nach 21 d Inkubation eine signifikant vergrö-
ßerte Koloniefläche im Vergleich zum Wildtyp festgestellt. Das Fehlen von PepN
scheint also die Ausbreitung von L. pneumophila auf festen Oberflächen zu begünsti-
gen. Eine erhöhte Sliding Motility in L. pneumophila konnte auch schon für eine pilY1-
Deletionsmutante beobachtet werden. Allerdings wurde hier gleichzeitig eine stärkere
Tensidfilm-Sekretion detektiert (Hoppe, 2017). Für die pepN-negative Mutante wur-
de jedoch keine vergrößerte Tensidfilmfläche nachgewiesen, weshalb eine vermehrte
Sekretion eines Biosurfactants vermutlich ausgeschlossen werden kann. Es wäre aber
möglich, dass PepN einen Einfluss auf die Zusammensetzung des Tensidfilms hat.
Tenside sind strukturell diverse, amphipatischen Moleküle, die die Oberflächen- und
Grenzflächenspannung, wie sie z.B. auf Agarplatten vorkommt, reduzieren (Stewart
et al., 2009). Zu ihnen gehören unter anderem Fettsäuren, neutrale Lipide, Phospholi-
pide, Glykolipide, Glykopeptidolipide, Lipopeptide und Lipoproteine (Youssef et al.,
2004, Nitschke et al., 2005, Mukherjee et al., 2006, Berti et al., 2007). Glykopeptidoli-
pide in der Zellhülle von Mycobacterium avium können z.B. die Bakterien-Oberfläche
hydrophober machen und dadurch Interaktionen mit dem Agar reduzieren, was zu ei-
ner verbesserten Ausbreitung der Kolonie führt (Martinez et al., 1999). Bei P. aeru-
ginosa besteht der sezernierte Tensidfilm hauptsächlich aus Rhamnolipiden (Glykoli-
pide bestehend aus L-Rhamnose und 3-Hydroxy-Alkansäuren). Neben der Fähigkeit,
die Oberflächenspannung zu reduzieren, können sie, ähnlich zu M. avium, auch die
Hydrophobizität der Zelloberfläche erhöhen und dadurch die Bindung an verschiede-
ne Kohlenstoffquellen, wie Alkane, verbessern (Caiazza et al., 2005). Ein wichtiger
Bestandteil des Tensidfilms von S. marcescens ist das Lipopeptid Serrawettin, welches
ebenfalls eine Rolle bei der Flagellen-unabhängigen Ausbreitung der Bakterien auf
Agarflächen spielt (Li et al., 2005).
In L. pneumophila ist die genaue Zusammensetzung des Tensidfilms noch nicht ge-
klärt. In Studien von Stewart et al. (2011) wurden Mutanten isoliert, die diesen Surfac-
tant-Film nicht mehr bilden konnten. Mutanten, die ein zur Serrawettin W1-Synthetase
aus S. marcescens homologes Enzym nicht mehr bilden können, wiesen jedoch keinen
Defekt in in der Tensidfilmbildung auf. Dies zeigt, dass die Surfactant-Produktion
und/oder -Sekretion von L. pneumophila anderen Mechanismen unterliegt. Unter den
Tensidfilm-negativen Mutanten waren zwei Stämme, die Mutationen in Genen von
Enzymen des Lipid-Metabolismus trugen. Diese Gene liegen in den Operons bbcAB-
CDEF und bbcGHIJK. Möglicherweise vermitteln diese Enzyme die Produktion einer
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Lipid-Komponente. Ein Einfluss auf die Transkription dieser Gene scheint jedoch, zu-
mindest für ProA, nicht wahrscheinlich. In einem ersten Testexperiment wurde kein
Unterschied in der Genexpression im Vergleich zum Wildtyp festgestellt (Daten nicht
gezeigt).
In neuesten Studien wurde das Polyketid Legionellol A beschrieben, welches in die
Sliding Motility von L. pneumophila involviert ist und möglicherweise als Surfactant
dient (Johnston et al., 2016, Tobias et al., 2016). Dieses weist eine Ornithin-ähnliche
Struktur auf und steht im Zusammenhang mit einem Polyketid-Synthase-Cluster. Die
Deletion eines dieser Gene, einer Ketosynthase, führte zu einem veränderten Meta-
bolom und einem Defekt in der Sliding Motility. Möglicherweise beeinflussen ProA
und PepN die Polyketid-Synthese. So konnte durch die Sekretomanalyse der proA-
defizienten Mutante festgestellt werden, dass einige, in die Fettsäuresynthese, bzw. in
den Citratzyklus involvierte Enzyme, nicht im Kulturüberstand vorkamen. Dazu gehör-
ten eine Acetyl CoA-Synthetase, eine Succinyl CoA-Synthetase und eine 3-Hydroxyl
CoA-Dehydrogenase. Eine Beteiligung dieser Enzyme an der Polyketid-Synthese wä-
re möglich und müsste in weiteren Studien näher untersucht werden. Jedoch ist zu er-
wähnen, dass nur das Sekretom von L. pneumophila Corby ∆proA untersucht wurde.
Daher kann nicht genau festgestellt werden, ob diese Enzyme auch im Zytosol verrin-
gert vorliegen. Nichtsdestotrotz könnten diese Ergebnisse ein erster Hinweis auf einen
Zusammenhang zwischen ProA und der Tensidfilmbildung in L. pneumophila sein,
zumal diese auch vom T2SS abhängt. So vermuteten McCoy-Simandle et al. (2011),
dass dieser zwar TolC-abhängig ausgeschleust wird, die Sekretion oder Synthese des
Surfactants aber von einem T2SS-sezernierten Effektormolekül und/oder einem akti-
vierendem Enzym induziert wird. Vermutlich sind hier, ähnlich zur Typ II-abhängigen
Virulenz von L. pneumophila, mehrere Faktoren von Bedeutung. Eine Rolle von ProA
als prozessierendes oder aktivierendes Enzym in dieser vielschichtigen Kaskade wäre
somit durchaus wahrscheinlich. Im Gegensatz zu ProA ist PepN vermutlich eher im
Zytosol von L. pneumophila lokalisiert. Da die pepN-negative Mutante eine verbes-
serte Sliding Motility aufwies, wäre eine repressorische Wirkung von PepN auf die
Synthese oder Sekretion des Surfactants möglich.
In früheren Studien konnte auch schon für Proteasen anderer Spezies eine Beteili-
gung an der Motilität nachgewiesen werden. So verhindert die Hemagglutinin-Protease
(HAP) von V. cholerae die Transduktion über semisolide Oberflächen. Es wird ver-
mutet, dass ein Protease-sensitiver Oberflächenfaktor in diesen Prozess involviert ist
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(Brown and Hase, 2001). Für B. subtilis konnte gezeigt werden, dass extrazelluläre
Proteasen an der Swarming motility beteiligt sind (Connelly et al., 2004). Diese Form
der Oberflächentranslokation ist zwar Flagellen-abhängig, jedoch benötigt sie auch die
Sekretion eines Lipidfilms. Auch hier vermuteten die Autoren, dass die Proteasen mit
Oberflächenfaktoren von B. subtilis interagieren. Jedoch benötigte es die Deletion aller
extrazellulärer Proteasen, um einen nicht-schwärmenden Phänotyp zu generieren. Da-
her spielt eine einzelne Protease vermutlich keine große Rolle in diesem Prozess. Auch
für ProA konnte nur eine Veränderung des Tensidfilm-Phänotyps beobachtet werden,
kein genereller Verlust der Sliding Motility. Swarming Motility wurde in L. pneumophi-
la bisher noch nicht näher untersucht. Vermutlich spielt sie eher eine geringere Rolle
bei der Ausbreitung der Legionellen. In V. vulnificus ist die extrazelluläre Protease
VvpE essentiell für die Swarming Motility. Auch hier wird vermutet, dass sie Oberflä-
chenproteine spaltet, die zu einer Veränderung der bakteriellen Zellhülle führen. Die-
se Veränderung der Zellhülle könnte wiederum zu einer verbesserten Zell-Zell- oder
Zell-Oberflächen-Interaktion führen. Möglicherweise prozessiert VvpE auch Peptide
in funktionelle Signalmoleküle (Kim et al., 2007). Für ProA würde vermutlich eher
das zweite Szenario in Frage kommen, da der Verlust des Proteins nicht zu einer ver-
änderten Ausbreitung der Kolonie führte.
Weiterhin bleibt zu erwähnen, dass Biosurfactants wichtig für die Bildung, Etablierung
und das Verlassen von Biofilmen sind (Davey et al., 2003, Xavier et al., 2011). Somit
könnte der Verlust von ProA auch Auswirkungen auf L. pneumophila-Biofilme haben,
zumal extrazelluläre Proteasen besonders wichtig für das Verlassen solcher Umge-
bungen sind (Mukherji R and A, 2015). Weiterhin spielen Proteasen bei der proteo-
lytischen Prozessierung von Aggregationsproteinen, die wichtig für die Adhärenz an
Oberflächen sowie die interzelluläre Aggregation sind, eine Rolle (Carroll and Mahars-
hak, 2013). Für die Aminopeptidase LpC_0267 konnte kein Einfluss auf die Sliding
Motility beobachtet werden.
6.4 ProA beeinflusst die intrazelluläre Replikation
Der Einfluss von ProA auf die intrazelluläre Replikation von L. pneumophila in Wirts-
zellen wurde schon in früheren Studien untersucht (Szeto and Shuman, 1990, Moffat
et al., 1994b, Edelstein et al., 1999, Hales and Shuman, 1999a, Rossier et al., 2008,
Tyson et al., 2013). Jedoch führten die Untersuchungen teilsweise zu kontroversen Re-
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sultaten, weshalb die in dieser Arbeit erstellte proA-Deletionsmutante in den Wirtszell-
Modellen A. castellanii, V. vermiformis und in THP-1-Makrophagen einheitlich getes-
tet werden sollte. Interessanterweise zeigte die proA-defiziente Mutante in allen Wirts-
organismen 2 h nach Inokulierung eine signifikant reduzierte cfu/mL. Ein ähnlicher
Effekt wurde auch für die dotA-negative Mutante beobachtet. Jedoch kann sich diese,
durch den Verlust der Typ IV-abhängigen Sekretion, generell nicht in Wirtszellen eta-
blieren. Ob ProA eine Rolle bei der Etablierung von L. pneumophila in der Wirtszelle
spielt oder einen Einfluss auf die Adhärenz oder Invasion hat, konnte im Rahmen die-
ser Arbeit nicht geklärt werden. Möglicherweise zeigten sich auch hier die Auswirkun-
gen des veränderten Sekretoms von L. pneumophila Corby ∆proA. So ist das GroEL-
Protein Hsp60 im Vergleich zum Wildtyp-Sekretom 104,69-fach weniger vorhanden.
Dieses ist in Protein-Protein Interaktionen involviert und vermittelt die Invasion in
HeLa-Zellen (Garduño et al., 1998). Eventuell kann die proA-Deletionsmutante da-
durch schlechter an Wirtszellen adhärieren und die Aufnahme erfolgt verzögert. Eine
weitere Möglichkeit wäre, dass ProA andere Oberflächenfaktoren prozessiert, die eine
Rolle bei der Adhärenz oder Invasion spielen. Auch ein Einfluss auf Wirtszellfaktoren
wäre denkbar. Für extrazelluläre Proteasen anderer pathogener Bakterien konnten be-
reits Auswirkungen auf die Invasionsfähigkeit nachgewiesen werden. Ein Beispiel ist
die Cystein-Protease SpeB von Streptococcus pyogenes. Infektionsversuche mit speB-
negativen Mutanten in A549-Zellen ergaben eine im Vergleich zum Wildtyp verringer-
te cfu 90 min nach Inokulierung, jedoch keinen Einfluss auf die intrazelluläre Vermeh-
rung. Vermutet wurde eine Rolle von SpeB in der der Rezeptor-Liganden-Interaktion
bei der Aufnahme von S. pyogenes (Tsai et al., 1998). In E. coli ist die Serin-Protease
Pic (protease involved in colonization) wichtig für die Invasion in Darmepithelzellen
(Carroll and Maharshak, 2013). Jedoch erfolgt die Beteiligung bakterieller Proteasen
an der Adhärenz und Invasion von Wirtszellen meist nur indirekt durch Prozessierung
anderer Faktoren, die in diesen Prozessen eine übergordnete Rolle spielen. Für ProA
wäre ebenfalls eine solch indirekte Rolle bei der Adhärenz an, bzw. Invasion in Wirts-
zellen denkbar.
In dieser Arbeit zeigte sich außerdem, dass ProA wichtig für die intrazelluläre Re-
plikation ist. Jedoch hing der Einfluss von ProA von dem verwendeten Wirtsorganis-
mus ab. Bei Infektion von A. castellanii vermehrte sich die proA-defiziente Mutante
auch nach 48 h, während für den Wildtyp nach 72 h eine deutlich reduzierte cfu/mL
detektiert wurde. Allerdings ist dieser Umstand nicht auf eine verzögerte Replikati-
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on der proA-defizienten Mutanten in den Amöben zurückzuführen, da die ermittelte
cfu/mL 24 h und 48 h nach Inokulierung vergleichbar mit dem Wildtyp waren. So-
mit scheint die proA-Deletionsmutante die Möglichkeit zu haben, sich länger in der
LCV zu vermehren als der Wildtyp. Interessanterweise konnte dieser Umstand nur bei
Infektion von A. castellanii beobachtet werden, nicht jedoch in V. vermiformis und
THP-1-Makrophagen.
Ein Ansatzpunkt könnte hier die Induktion der Wirtszellyse sein. Diese kann durch ver-
schiedene Mechanismen ausgelöst werden. In Säugetier-Wirtszellen wird der Zelltod
in zwei Stufen eingeleitet. Zunächst erfolgt in der frühen Phase der Infektion die Induk-
tion der Caspase-3-vermittelten Apoptose (Müller et al., 1996, Gao and Abu Kwaik,
1999a,b). In der späteren Phase wird die Wirtszell-Nekrose durch den Übergang der
Legionellen in die postexponentielle Wachstumsphase vermittelt und hängt mit der
Bildung von Poren in der LCV und der Wirtszellmembran zusammen (Byrne and
Swanson, 1998, Gao and Abu Kwaik, 1999b). In Amöben ist die Zelllyse jedoch nur
von einer porenbildenden Eigenschaft von L. pneumophila abhängig, wie es bereits
in A. polyphaga gezeigt wurde (Gao and Kwaik, 2000, Harb et al., 2000). Für ProA
konnte bereits beobachtet werden, dass es intrazellulär auch außerhalb der LCV lo-
kalisiert ist (Truchan et al., 2017). Welche Funktion die Protease dort ausübt, ist bis-
her nicht geklärt. Auch die Mechanismen der Porenbildung in Amöben sind bisher
nicht genau bekannt. Es wurde allerdings gezeigt, dass diese nicht von einem intakten
T2SS, sondern von der icmT-Expression abhängen (Molmeret et al., 2002b,a). Daher
ist es eher unwahrscheinlich, dass ProA in diesen Prozess involviert ist. Andererseits
ist das Sekretom der proA-negativen Mutante massiv verändert. Einflüsse auf Typ IV-
sezernierte Effektoren wären daher durchaus möglich. Auch für Proteasen anderer Pa-
thogene konnte bereits eine Beteiligung an der Wirtszelllyse beobachtet werden. So
spaltet die Chlamydia-Protease CPAF (chlamydial protease-like factor) verschiedene
bakterielle Effektorproteine und Transkriptionsfaktoren des Wirtes und induziert damit
die Lyse des Wirtes in der späten Phase der Infektion (Paschen et al., 2008, Jorgensen
et al., 2011). Eine ähnliche Funktion für ProA wäre denkbar, da sich das Vorkommen
einer aktiven Protease im Zytoplasma leicht mit der Zerstörung der Wirtszelle assozi-
ieren lässt. In den durchgeführten Infektionsversuchen wurde jedoch nicht zwischen
intra- und extrazellulär vorliegenden Bakterien unterschieden, sondern immer die Ge-
samtzellzahl betrachtet. In weiterführenden Studien könnte geschaut werden, ob die
proA-defiziente Mutante länger in der Wirtszelle verbleibt.
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In jüngeren Studien wurde nachgewiesen, dass L. pneumophila die Zellteilung und
die DNA-Replikation von A. castellanii während des Infektionsprozesses unterdrückt
(Mengue et al., 2016). Es wäre zu überprüfen, ob dieser Prozess bei Infektion mit
der proA-defizienten Mutante verlangsamt oder verringert ist, sodass sich die Amöben
weiter teilen können. Dadurch würden der proA-Deletionsmutante mehr Wirtszellen
zur Verfügung stehen und eine Vermehrung über einen längeren Zeitraum erfolgen.
Zwar ist dieser Prozess auch T4SS-abhängig, jedoch könnte ProA auch hier eine indi-
rekte, regulatorische Rolle übernehmen.
Der Umstand, dass die im Vergleich zum Wildtyp erhöhte cfu/mL von L. pneumophi-
la Corby ∆proA nur in A. castellanii zu beobachten war, ist ebenfalls interessant und
bestätigt, dass eine Legionellen-Infektion in den verschiedenen Amöben-Spezies von
gänzlich anderen Faktoren abhängen kann. So konnte bereits in frühen Studien ein
Einfluss von ProA auf die intrazelluläre Replikation in V. vermiformis beobachtet wer-
den (Rossier et al., 2008, Tyson et al., 2013). Auch in dieser Arbeit ließen sich diese
Resultate bestätigen. Die proA-Deletionsmutante zeigte 72 h nach Inokulierung eine
signifikant reduzierte cfu/mL. Außer für ProA konnte bisher auch für die ebenfalls Typ
II-sezernierten Proteine PlaC, welches von ProA aktiviert wird, und der Ribonuklease
SrnA ein Einfluss auf die intrazelluläre Vermehrung von L. pneumophila in V. ver-
miformis nachgewiesen werden. Doppelmutanten, die für proA und plaC oder proA
und srnA defizient waren, zeigten sogar noch größere Defekte in der intrazellulären
Replikation (Rossier et al., 2009, Tyson et al., 2013). Interessanterweise kamen die-
se beiden Proteine auch im Sekretom der proA-Deletionsmutante deutlich vermindert
vor (siehe Zusatztabellen im Anhang). Allerdings bleibt zu erwähnen, dass der Un-
terschied zum Wildtyp-Sekretom nach dem Student´s t-Test keine Signifikanz ergab.
Nichtsdestotrotz könnte dies ein Hinweis darauf sein, dass das veränderte Sekretom
von L. pneumophila Corby ∆proA auch hier eine Rolle spielt und dass, neben PlaC,
auch SrnA in irgendeiner Weise von ProA abhängig ist. Bei Effektoren des T2SS wur-
de auch schon in früheren Veröffentlichungen vermutet, dass nicht ein Protein allein
für die Virulenz in Wirtszellen verantwortlich ist, sondern das Zusammenspiel von
vielen (Rossier et al., 2008, Tyson et al., 2013). Ein ähnlicher pleitropher Einfluss wä-
re auch für ProA denkbar. Es bleibt allerdings zu erwähnen, dass die Vermehrung zu
einem so späten Zeitpunkt der Infektion (72 h) in V. vermiformis gering ausfällt. Für
die unterschiedlichen cfu/mL von Wildtyp und L. pneumophila Corby ∆proA könnten
auch eine Wirtszelllimitierung oder andere Sekundäreffekte verantwortlich sein.
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Für die pepN-defiziente Mutante konnte zwar in A. castellanii kein Einfluss auf die
Infektion nachgewiesen werden, jedoch zeigte sie in V. vermiformis nach 72 h eine si-
gnifikant verringerte cfu/mL im Vergleich zum Wildtyp. Die genaue Lokalisation der
Aminopeptidase ist nicht genau bekannt. Mit den Programmen SignalP und PSORT
wurde das Vorkommen im Zytosol vorhergesagt. Jedoch ist PepN durchaus im Sekre-
tom zu finden. Im Kulturüberstand der proA-defizienten Mutante kommt sie sogar si-
gnifikant reduziert vor. Dieser Umstand ist interessant im Hinblick darauf, dass PepN
für die im Vergleich zum Wildtyp verminderte cfu/mL von L. pneumophila Corby
∆proA in V. vermiformis verantwortlich sein könnte. So zeigte auch eine Doppelmu-
tante, die defizient für proA und pepN ist, eine im Vergleich zum Wildtyp deutlich
verringerte cfu/mL nach 48 h und 72 h (Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse sind
somit sehr ähnlich zu denen, die mit Doppel-Deletionsmutanten von proA und plaC
oder proA und srnA erzielt wurden. Eine Abhängigkeit von PepN von ProA ist also
durchaus denkbar und bekräftigt weiterhin die Vermutung, dass ProA in der Wirtszelle
eher als indirekter Virulenzfaktor wirkt. Wie genau PepN die Vermehrung in V. ver-
miformis beeinflusst, kann jedoch nur spekuliert werden. Als zytosolische Peptidase
könnte sie dort relevante Prozesse durch Modulation anderer Proteinfaktoren beein-
flussen. Weiterhin bleibt auch hier zu erwähnen, dass, bedingt durch die eher geringe
Vermehrung von L. pneumophila nach 72 h, auch andere Faktoren wie Wirtszelllimi-
tierung und weitere Sekundäreffekte für die, im Vergleich zum Wildtyp, verringerte
cfu/mL zu diesem Zeitpunkt verantwortlich sein können.
In THP-1-Makrophagen konnte dagegen nur für die proA-Deletionsmutante eine im
Vergleich zum Wildtyp nach 48 h verminderte cfu/mL festgestellt werden. Dieses De-
fizit hängt hier jedoch höchstwahrscheinlich nicht mit PlaC oder SrnA zusammen, da
die Deletion von plaC, bzw. srnA nicht zu einer veränderten Replikation in Makropha-
gen führte (Cianciotto, 2013). Womöglich ist der Einfluss von ProA in THP-1-Zellen
eher immunregulatorischer Natur. Durch die Präsenz von ProA im Wirtszellzytoplas-
ma könnte die Protease in die Immundetektion der Wirtszelle eingreifen (Truchan
et al., 2017). Jedoch wurde ein intrazellulärer Einfluss bakterieller Proteasen auf die
Immundetektion durch den Wirt bisher nur sporadisch beschrieben (Agrawal and Pu-
lendran, 2004, Russell et al., 2015). Dabei sind extrazelluläre Proteasen vieler Pathoge-
ne durchaus in immunregulatorische Prozesse involviert. Die Pseudomonas-Protease
AprA degradiert z.B. sehr effizient IL-6 oder beeinflusst die Chemotaxis von Neutro-
philen (Kharazmi et al., 1984, Matheson et al., 2006). Die zu ProA homologe Elastase
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LasB aus P. aeruginosa spaltet die Surfactant-Proteine SP-A und SP-D, welche für die
Erkennung bakterieller Oligosaccharide durch Typ II-Epithelzellen wichtig sind (Ma-
riencheck et al., 2003). Auch für ProA konnten schon verschiedene Einflüsse auf die
Immundetektion des Wirtes beobachtet werden (Hell et al., 1993, Mintz et al., 1993,
McCoy-Simandle et al., 2011). Ein Beispiel für eine Protease, die intrazellulär die Im-
munerkennung durch die Wirtszelle verhindert, ist auch hier die Chlamydia-Protease
CPAF. Diese spaltet 16 verschiedenen Wirtsproteine, darunter auch Transkriptionsfak-
toren, die an der Immundetektion beteiligt sind (Zhong, 2011, Chen et al., 2012). Eine
mögliche Teilnahme von ProA bei solch intrazellulären Prozessen müsste in weiterfüh-
renden Studien näher untersucht werden. Eine andere Möglichkeit wäre, dass andere,
für die Infektion von Amöben nicht relevante, ProA-abhängige Faktoren bei der Re-
plikation in THP-1 wichtig sind.
Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigen, wie unterschiedlich die Mechanismen
sind, die L. pneumophila für die intrazelluläre Replikation in den verschiedenen Wirts-
zellen benötigt. Weiterhin scheint ProA die Vermehrung zwar eher indirekt zu beein-
flussen, dabei jedoch trotzdem eine zentrale Rolle zu spielen, da viele Faktoren von
dem Vorkommen der Protease abhängen. Außerdem konnte PepN als ein möglicher
Virulenzfaktor von L. pneumophila identifiziert werden.
Die Aminopeptidase LpC_0267 zeigte in keinem der durchgeführten Infektionsversu-
che einen Einfluss auf die intrazelluläre Replikation von L. pneumophila. Somit scheint
es sich hierbei nicht um einen Virulenzfaktor zu handeln.
6.5 ProA ist wichtig für die Infektion von
humanem Lungengewebe
Humane Pathogene haben eine Vielzahl an Strategien entwickelt, um Wirtsgewebe ef-
fektiv zu kolonisieren und in tiefere Gewebeschichten vorzudringen. Eine besonders
wichtige Rolle spielen extrazelluläre Proteasen, die dabei unterschiedliche Aufgaben
übernehmen können. Bei einigen Pathogenen aktivieren die Proteasen Oberflächen-
faktoren oder extrazelluläre Virulenzfaktoren des Bakteriums, die für die Infektion
benötigt werden. Anderen Proteasen wiederum dienen strukturelle Komponenten des
Wirtsgewebes als Targets. Dies kann zu einer massiven Zerstörung der Gewebestruk-
turen führen und den Weg für eine Ausbreitung der Infektion ebnen (Maeda, 1996,
Singh et al., 2012, Koziel and Potempa, 2013).
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Ein wichtiger Bestandteil von Geweben ist die extrazelluläre Matrix (extracellular
matrix, ECM). Diese bildet das strukturelle Gerüst eines Gewebes und ist in ver-
schiedenste physiologische Prozesse involviert (Hynes, 2009). Die ECM bildet z.B.
Basalmembranen aus, umkleidet Blutkapillaren und Neuronen und ist Teil des Bin-
degewebes, welches die Zwischenräume von Parenchym-Geweben ausfüllt. Hauptbe-
standteil von Basalmembranen sind Laminine und Kollagene, welche auch im Binde-
gewebe zu finden sind. Dieses besteht weiterhin aus Elastin, Fibrillin, Fibronektin, Vi-
tronektin, Thrombospondin, Proteoglykanen und Hyaluronsäure (Singh et al., 2012).
ECM-degradierende Proteasen werden von vielen Pathogenen gebildet. So produzie-
ren einige Vibrio- und Bacillus-Spezies Proteasen, die Kollagen I abbauen (Lund and
Granum, 1999, Kim et al., 2002). Clostridium spp. sezerniert spezielle Kollagenasen,
welche die Kollagen-Typen I, II, III, IV und V degradieren können (Shi et al., 2010,
Pruteanu et al., 2011). LasB aus P. aeruginosa spaltet unter anderem Elastin, Kollagen
III und IV sowie Proteoglykane und Laminin. Dabei agiert LasB gemeinsam mit der
Endopeptidase LasA, da diese die elastolytische Aktivität von LasB erhöht und beide
Proteasen kritisch für die Infektion von Wirtsgeweben sind (Hoge et al., 2010).
Auch für ProA aus L. pneumophila konnten bereits ähnliche Aktivitäten, wie die Spal-
tung von Gelatine und Kollagen, nachgewiesen werden (Conlan et al., 1986). Im Zuge
der Studien von Conlan et al. wurde auch pathologisch eine Gewebe-degradierende
Aktivität der Protease nachgewiesen. Bei Inokulierung von Meerschweinchen mit ge-
reinigtem ProA zeigten sich hämorrhagische Läsionen zum einen subpleural, jedoch
auch zentral in der Lunge. Elektronenmikroskopische Aufnahmen des Gewebes wie-
sen bereits eine halbe Stunde nach Inokulierung eine Nekrose des alveolaren Epi- und
Endothels auf. Nach 24 h wurden massive Ödem- und Fibrin-Ansammlungen in den
Alveoli sowie eine hohe Infiltration von PMNs und Makrophagen gefunden. In vielen
Bereichen waren die alveolaren Septen zerstört und inflammatorische Exudate hat-
ten sich in den bronchialen Lumen angesammelt. Weiterhin wurde eine vermehrte
Beschädigung des alveolaren Epi- und Endothels, die Auflösung der Basalmembran
sowie eine starke Reduktion der Kollagenfasern in den interalveolaren Septen nachge-
wiesen (Baskerville et al., 1986). Ein Jahr später konnten Williams et al. (1987) mit-
tels elektronenmikroskopischen Aufnahmen und Immunmarkierung eine unmittelbare
Assoziation der pulmonaren Läsionen mit ProA detektieren. Infektionen von Meer-
schweinchen mit einer proA-negativen Mutante führten zu einer deutlich verlängerten
Lebenszeit der Tiere im Vergleich zur Infektion mit dem Wildtyp. Weiterhin wurde
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in den Lungen der Meerschweinchen, die mit der proA-negativen Mutante infiziert
wurden, eine deutlich reduzierte Vermehrung des Bakteriums nachgewiesen. Das Ge-
webe war außerdem weniger nekrotisch, wies jedoch auch eine erhöhte Infiltration von
Makrophagen auf. Interessanterweise konnte für den Wildtyp auch eine bessere Aus-
breitung im Gewebe detektiert werden (Moffat et al., 1994b).
In dieser Arbeit wurde der Einfluss von ProA bei der Infektion von explantiertem hu-
manem Lungengewebe (HLTE) untersucht. Das HLTE-Modell bietet dabei die Vor-
teile eines komplexen Gewebes mit einer Vielzahl an Zelltypen und extrazellulären
Komponenten. Weiterhin können die Wirtszellen sowohl untereinander als auch mit
L. pneumophila interagieren. Im Gegensatz zum Tiermodell ist eine Infektion deutlich
vergleichbarer mit einer Legionellose beim Menschen (Jäger et al., 2014).
Im HLTE-Modell konnte für die proA-defiziente Mutante eine deutlich verringerte Ge-
webeschädigung im Vergleich zur Infektion mit dem Wildtyp nachgewiesen werden.
Zwar wurde auch hier 24 h, bzw. 48 h nach Infektionsbeginn eine leichte Verschlech-
terung der alveolaren Integrität, geringe Epithelablösungen und und kleinere Exudat-
ansammlungen beobachtet, jedoch waren diese eher vergleichbar mit der mitgeführten
Medium-Kontrolle. Bei Inokulierung des Gewebes mit gereinigtem ProA zeigte sich
dagegen eine massive Schädigung des Gewebes. Eine erhöhte Menge an Proteinexu-
daten konnte bereits 2 h nach Inokulierung beobachtet werden. Nach 24 h und 48 h
verschlechterte sich die alveolare Integrität massiv und deutlich vermehrte Epithelab-
lösungen wurden detektiert. Die Resultate waren dabei vergleichbar mit der Infektion
des Gewebes mit L. pneumophila Corby WT. Dies zeigte, dass ProA einen großen An-
teil an Zerstörung des Lungengewebes bei der HLTE-Infektion hat. Somit ließen sich
die bisherigen Beobachtungen im Tiermodell bestätigen, die nähere Rückschlüsse auf
die Rolle von ProA während einer Legionellose beim Menschen zulassen.
Der respiratorische Trakt besteht beim Menschen hauptsächlich aus Lamininen und
Kollagenen. Im Zwischengewebe sind dabei hauptsächlich die Kollagen-Typen I und
III vertreten, im Knorpel meist Kollagen II und in der Basalmembran die Kollagen-
Typen IV und VI (Gil and Martinez-Hernandez, 1984, Amenta et al., 1988, Davidson,
1990). Wie schon erwähnt, konnte eine Kollagen-degradierende Eigenschaft für ProA
bereits bestätigt werden (Conlan et al., 1986, Baskerville et al., 1986). Jedoch wurde
bisher nicht gezeigt, welche Kollagen-Typen genau von der Protease abgebaut wer-
den. Vermutlich kann, bedingt durch die geringe Spezifität der Protease, eine abbau-
ende Eigenschaft mehrerer Kollagen-Typen angenommen werden. Interessanterweise
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konnte bei früheren HLTE-Infektionen für die mip-Deletionsmutante, ähnlich wie bei
der proA-defizienten Mutante, eine im Vergleich zur Infektion mit dem Wildtyp ge-
ringere Gewebezerstörung nachgewiesen werden (Rasch, 2016). Eine Zugabe von ge-
reinigtem Mip wirkte sich dabei jedoch nicht auf die Degradierung des Gewebes aus,
was zeigt, dass Mip selbst nicht dafür verantwortlich ist. Weiterhin wurde gezeigt, dass
Mip an der Transmigration durch eine NCI-H292/ECM-Barriere beteiligt ist (Wagner
et al., 2007). Da Mip an Kollagen IV binden kann, wäre es möglich, dass es mit ProA
zusammen agiert. Mip ist auf der Oberfläche der Bakterien lokalisiert und könnte so-
mit eine räumliche Nähe der Legionellen zu dem zu infizierenden Gewebe herstellen.
Das sezernierte ProA würde dadurch direkt zu den Target-Strukturen gelangen und
eine effizientere Gewebe-Degradation wäre möglich. Bei der Etablierung des HLTE-
Modells konnten bereits eine lokale Assoziation von adhärenten Legionellen und der
Zerstörung des Gewebes sowie Epithelablösung beobachtet werden (Jäger et al., 2014).
Bei Sekretom-Untersuchungen der mip-defizienten Mutante wurde jedoch kein Unter-
schied der im Sekretom vorkommenden ProA-Konzentration im Vergleich zum Wild-
typ festgestellt (Rasch, 2016). Somit ist das Vorkommen von ProA im Sekretom nicht
abhängig von Mip.
Ob ProA auch Laminin degradieren kann, wurde bisher nicht untersucht. Durch seine
geringe Substratspezifität und die Homologie zu anderen, ECM-spaltenden Proteasen,
kann jedoch angenommen werden, dass ProA eine Vielzahl weiterer Gewebestrukturen
degradieren kann. In weiterführenden Studien sollten diese genauer analysiert werden
(Abb. 6.2). Dabei würde auch die Lokalisation von ProA während der Lungeninfek-
tion eine Rolle spielen und könnte weitere Rückschlüsse auf Zielstrukturen und eine
mögliche Synergie mit anderen Virulenzfaktoren von L. pneumophila, wie z.B. Mip,
zulassen. Weiterhin wäre es interessant zu untersuchen, ob außer ProA weitere Pro-
teasen an der Gewebezerstörung beteiligt sind.
In dieser Arbeit konnte weiterhin gezeigt werden, dass ProA die intrazelluläre Re-
plikation von L. pneumophila in HLTEs beeinflusst. Dabei vermehrt sich die proA-
defiziente Mutante schlechter als der Wildtyp. Eine signifikante Differenz konnte 48 h
nach Infektionsbeginn beobachtet werden. Dies kann zum einen natürlich auf das Ver-
mehrungsdefizit der proA-Deletionsmutante zurückzuführen sein, das auch bei der In-
fektion von THP-1-Makrophagen beobachtet wurde. Auch hier lag eine signifikante
Differenz zum Wildtyp 48 h nach Infektionsbeginn vor. Jedoch besteht das humane
Lungengewebe aus einer Vielzahl an Zelltypen und L. pneumophila kann sich z.B.
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auch in Lungenepithelzellen effektiv vermehren. Für ProA konnte bisher kein Einfluss
auf die Replikation in humanen Lungenepithelzellen nachgewiesen werden (McCoy-
Simandle et al., 2011). Daher ist es fraglich, ob das alleinige und auch eher geringe
Vermehrungsdefizit der proA-negativen Mutante in den Makrophagen zu einem sicht-
baren Phänotyp in der HLTE-Infektion führen kann.
Abbildung 6.2: Mögliche Ziele von ProA während der Gewebedegradation in HLTEs. Der inters-
titielle Raum enthält verschiedenste Strukturen wie die Basalmembran mit eingelagertem Laminin und
die extrazelluläre Matrix (ECM). Die extrazelluläre Matrix bildet das Gerüst eines Gewebes und setzt
sich aus einer Vielzahl an Komponenten, wie Kollagen, Elastin, Fibronektin, Proteoglykanen, Throm-
bospondin oder Vitronektin, zusammen. Bisher konnte für ProA nur eine Kollagen-degradierende Akti-
vität nachgewiesen werden. Elastin wird nicht durch ProA gespalten. Da für ProA in dieser Arbeit eine
wichtige Rolle bei der Gewebezerstörung festgestellt werden konnte, können jedoch weitere Kompo-
nenten der ECM als potentielle Ziele angenommen werden.
Andererseits sind alveolare Makrophagen vermutlich die wichtigsten Zellen für die in-
trazelluläre Replikation von L. pneumophila in Lungengewebe. Wie bereits erwähnt,
dient die Zerstörung von Geweben durch Proteasen auch der besseren Ausbreitung
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der Pathogene während der Infektion. Da ProA nachweislich die Gewebestrukturen in
der humanen Lunge degradieren kann, könnte die verringerte Replikation der proA-
negativen Mutante in den HLTEs auf eine schlechtere Ausbreitung der Bakterien zu-
rückzuführen sein. Dies würde auch die Beobachtungen von Moffat et al. (1994b)
bestätigen, nach denen sich eine proA-negative Mutante von L. pneumophila schlech-
ter im Lungengewebe von Meerschweichen ausbreiten konnte, als der Wildtyp. Eine
gute Ausbreitung der Bakterien im Gewebe führt auch gleichzeitig zu einer einer er-
höhten Replikation, da so besser neue Wirtszellen erreicht werden können. Weiterhin
wird den Legionellen durch die Degradation der ECM durch ProA womöglich der
Zugang zu weiteren Wirtszellen, wie Lungenepithelzellen, erleichtert und die Adhä-
sion an deren Oberfläche ermöglicht. Nicht außer Acht gelassen werden sollte auch
der Umstand, dass ProA durch die Gewebedegradation L. pneumophila den Zugang
zu Nährstoffen wie Aminosäuren ermöglichen könnte. Interessant wäre es, in weiteren
Studien die genaue Lokalisation von ProA im Lungengewebe während der L. pneu-
mophila-Infektion zu untersuchen. Da ProA auch in den Außenmembranvesikeln von
L. pneumophila vorkommt, wäre es weiterhin sinnvoll zu analysieren, ob die Gewe-
bezerstörung von freiem sowie von OMV-assoziiertem ProA gleichermaßen abhängig
ist. Es konnte bei Inkubation von HLTEs mit OMVs ebenfalls eine mit dem Wildtyp
gleichzusetzende Gewebedegradation beobachtet werden (Jäger et al., 2014). Des Wei-
teren wäre es wichtig, einen proA-Komplementationsstamm zu erzeugen, um die hier
erhaltenen Ergebnisse zu festigen.
Bei der Degradation von Wirtsgeweben während der Infektion spielen jedoch nicht nur
die Proteasen des Pathogens eine Rolle, sondern auch wirtseigene Faktoren. So konn-
ten Jäger et al. (2014) für eine dotA-defiziente Mutante eine im Vergleich zum Wildtyp
reduzierte Gewebedegradation, auch bei 100-fach erhöhter cfu/mL, feststellen. Da das
Dot/Icm-System jedoch nicht mit der ProA-Sekretion in Verbindung steht, wird ver-
mutet, dass es stattdessen Effektoren ausschleust, die möglicherweise die Aktivierung
von Wirtszellprotease oder z.B. Pyroptose auslösen. Vielleicht aktiviert ProA auch zu-
sätzlich Wirtsfaktoren, die eine Gewebedegradation unterstützen. Ähnliche Funktio-
nen wurden bereits für Proteasen von V. cholerae, P. aeruginosa und P. gingivalis iden-
tifiziert, die proteolytisch die Wirtsproteasen MMP-1 (Fibroblasten-Pro-Kollagenase),
MMP-8 (Neutrophilen-Kollagenase) und MMP-9 (Neutrophilen-Gelatinase/Typ IV-
Kollagenase) aktivieren (Maeda, 1996). Dies würde auch erklären, warum das Ge-
webe bei Infektion mit der proA-Deletionsmutante auch nach 48 h noch völlig intakt
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war. Das veränderte Sekretom von L. pneumophila Corby ∆proA könnte dabei eben-
falls eine Rolle spielen und dabei z.B. eine andere Wirtszellreaktion hervorrufen. Hier
könnten Proteine weniger oder nicht mehr im Sekretom auftreten, die an der Gewebe-
zerstörung beteiligt sind. Ein möglicher Kandidat wäre z.B. die Protease LasB, welche
Homologien zu der gleichnamigen Elastase aus P. aeruginosa aufweist und im Sekre-
tom der proA-Deletionsmutante nicht vorkommt.
Die Untersuchungen der HLTE-Infektionen zeigen, dass die Zerstörung des Gewe-
bes einen essentiellen Teil der Infektion der Lunge durch L. pneumophila darstellt.
Da ProA die Hauptdeterminante in diesem Prozess ist, kann es als einer der wichtigs-
ten Virulenzfaktoren bei einer Legionellose des Menschen betrachtet werden. Somit ist
ProA ein vielversprechendes Ziel zukünftiger Therapeutika gegen die Legionärskrank-
heit. Der Einsatz von spezifischen Protease-Inhibitoren als Therapeutika wurde bereits
anhand anderer Beispiele untersucht (Hiemstra, 2002, Doyle et al., 2007, Craik et al.,
2011). Diese könnten als Vorlage zur Entwicklung eine spezifischen Inhibitors dienen,
um die ECM-Degradation durch ProA in der Lunge zu limitieren und die Invasion von
L. pneumophila zu kontrollieren.
6.6 ProA verhindert die Flagellin-vermittelte
Immundetektion
Pathogene Bakterien müssen mit ihrem Wirt interagieren, um eine Infektion erfolg-
reich zu etablieren und aufrecht zu erhalten. Dafür ist es vonnöten, die Signale des
Immunsystems wahrzunehmen und darauf zu reagieren, wenn der Wirt versucht, sich
gegen die Infektion zur Wehr zu setzen. Um einer Detektion durch das Immunsystem
zu entgehen, haben Pathogene eine Vielzahl an Mechanismen entwickelt. Als Parasit
von Frischwasser-Amöben kann L. pneumophila z.B. die Verschmelzung des Phago-
soms mit dem Lysosom verhindern, wobei vermutlich hauptsächlich Effektoren des
Dot/Icm-Systems eine Rolle spielen. Bei diesem Prozess werden unter anderem die
phagosomalen Membranen aktiv so verändert, dass sie durch den Wirt nicht mehr als
Pathogen-haltig idetifiziert werden können. Dot/Icm-Effektor-Proteine greifen z.B in
die Signalwege von Wirts-GTPasen ein, die den Vesikel- und Membrantransport regu-
lieren (Hubber and Roy, 2010). Eine weitere Strategie von L. pneumophila, um sich
effizient in Wirtszellen vermehren zu können, ist die Verhinderung des frühzeitigen
Zelltodes, welcher zum Abbruch der Infektion führen würde. Dabei aktivieren die bei-
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den Dot/Icm-Effektoren LegK1 und LnaB in Säugetierzellen den Masterregulator NF-
κB, welcher die Expression von anti-apoptotischen Genen reguliert (Abu-Zant et al.,
2007). Ähnliches gilt auch für die Aktivierung des MAP-Kinaseweges. Dieser existiert
sowohl in Säugetierzellen als auch in Amöben und reguliert ebenfalls die Expression
anti-apoptotischer Gene (Li et al., 2009). Weiterhin können Legionellen die transkrip-
tionelle Induktion von Typ I-IFN-Genen bei der Infektion von Maus-Makrophagen
verhindern (Monroe et al., 2009). Ein Protein, das im Zusammenhang mit der Verhin-
derung der Immundetektion von L. pneumophila durch den Wirt identifiziert wurde, ist
das periplasmatische EnhC. Dieses gehört zu einer Reihe sogenannter enhanced ent-
ry-Proteinen und verbessert die Aufnahme der Legionellen in nicht-phagozytotische
Zellen (Cirillo et al., 2000, Chien et al., 2004). Liu et al. (2008) fanden heraus, dass
EnhC die Aktivität der Peptidoglykan-degradierenden Transglycosylase SltL reduziert
und so die NOD1-abhängige Detektion der Bakterien verringert. EnhC scheint jedoch
nur eine von wenigen Ausnahmen zu sein, da L. pneumophila, eher an das Überleben
in der Umwelt angepasst, nur eine geringe Anzahl an Mechanismen verfügt, die die
Immundetektion in Säugetierzellen aktiv verhindern.
In dieser Arbeit konnte ProA als eine weitere dieser Ausnahmen identifiziert werden.
Durch die Degradierung von monomerem FlaA ist ProA in der Lage, die Flagellin-
vermittelte TLR5-Aktivierung zu verhindern. Nur monomeres FlaA löst den TLR5-
vermittelten Signalweg aus, da die vermutlich dafür relevanten N- und C-Termini des
Proteins im Flagellum auf der Innenseite lokalisiert sind. Polymeres FlaA wurde da-
gegen nicht von ProA abgebaut, was zeigt, dass die Motilität von L. pneumophila
nicht beeinflusst wird. Für die Aktivierung von TLR5 ist nur eine geringe Konzen-
tration von Flagellin im pikomolaren Bereich vonnöten. Daher konnte sowohl bei der
Inkubation der HEK-Blue™-Zellen als auch der HLTEs mit L. pneumophila Corby
WT eine Aktivierung von TLR5 beobachtet werden. ProA ist somit in seiner "natür-
lichen"Konzentration vermutlich nicht in der Lage, das komplette, frei vorkommende
Flagellin abzubauen. Dies deckt sich mit aktuellen Untersuchungen von P. aeruginosa
(Bardoel et al., 2011, Casilag et al., 2015). Obwohl der Abbau von Flagellin durch die
Beteiligung von zwei Proteasen (AprA und LasB) sehr effizient erfolgt, konnte eine
Flagellin-abhängige IL-8-Produktion bei Inkubation von A549-Gluc-Zellen mit dem
Wildtyp PA14 gemessen werden. Für Kulturüberstände des Wildtyps von P. aerugino-
sa wurde allerdings keine TLR5-Aktivierung gemessen.
Nichtsdestotrotz wurde für die proA-defiziente Mutante eine im Vergleich zum Wild-
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typ signifikant erhöhte TLR5-Aktivierung beobachtet. Dies zeigt, dass ProA eine wich-
tige Rolle bei der Reduktion der Immunantwort des Wirtes spielt. Diese Ergebnisse
konnten auch für Infektionen von humanem Lungengewebe bestätigt werden. Weiter-
hin wurde gezeigt, dass ProA auch die CXCL8-Produktion in HLTEs reduziert, was
die medizinische Relevanz dieser Ergebnisse betont. Somit ist ProA nicht nur in der
Lage, die TLR5-Aktivierung in einem komplexen Gewebe zu minimieren, sondern
beeinflusst dadurch auch die proinflammatorische Antwort. TLR5 ist im Lungengewe-
be hauptsächlich auf Lungenepithelzellen präsent, wird jedoch auch von Immunzellen
wie alveolaren Makrophagen, PMNs und NK-Zellen exprimiert. Schon in früheren
Studien konnte gezeigt werden, dass bei L. pneumophila-Infektionen die Flagellin-
vermittelte TLR5-Aktivierung auf Lungenepithelzellen vor allem die Expression von
CXCL8, bzw. IL-8 auslöst. Auch generell ist IL-8 der wichtigste proinflammatorische
Botenstoff, dessen Produktion durch L. pneumophila-Flagellin induziert wird (Hawn
et al., 2003, Honko and Mizel, 2005). Humanes CXCL8 kann von leukozytischen Zel-
len (Monozyten, T-Zellen, Neutrophilen, NK-Zellen) und nicht-leukozytischen Zellen
(Endothelzellen, Fibroblasten, Epithelzellen) gebildet werden. Es führt unter anderem
zur Migration von Neutrophilen durch Endothel- und Epithelbarrieren und kann ver-
schiedene Funktionen der Neutrophilen, wie Degranulation und oxidativen Burst, in-
duzieren (Oppenheim et al., 1991, Mukaida et al., 1992, Baggiolini et al., 1997, Mu-
kaida, 2000, Mul et al., 2000). Weiterhin wird vermutet, dass CXCL8 auch an der
Migration von Makrophagen beteiligt ist (Gerszten et al., 1999).
Doch welche Zellen sind speziell bei der Infektion von humanem Lungengewebe durch
L. pneumophila an diesen Mechanismen beteiligt? Vermutlich reagieren hier in ers-
ter Linie die Lungenepithelzellen auf das monomere FlaA, da diese Zellen früh mit
dem Erreger in Kontakt kommen. Weiterhin sind Lungenepithelzellen polar und TLR5
liegt auf der apikalen, dem alveolaren Raum zugewandten Seite exponiert vor, was ei-
ne effiziente Detektion des Flagellins ermöglicht (Adamo et al., 2004). Die dadurch
ausgelöste Produktion von CXCL8 führt dann wiederum zur Migration von Neutro-
philen über die Lungenepithelbarriere in den alveolaren Raum. Obwohl Legionellen
in der Lage sind, sich in den Immunzellen zu vermehren, konnte in früheren Studi-
en gezeigt werden, dass Neutrophile kritisch für eine L. pneumophila-Infektion sind.
Mäuse, die eine stark verminderte Produktion von Neutrophilen aufwiesen, zeigten
eine deutlich erhöhte Anfälligkeit gegenüber einer Legionellen-Infektion als gesunde
Mäuse. Vermutet wird, dass die IL-18-vermittelte Rekrutierung von NK-Zellen durch
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die Neutrophilen dabei wichtig für die Kontrolle der Infektion ist (Tateda et al., 2001,
Sporri et al., 2008). Somit könnte die Rekrutierung von Neutrophilen als Reaktion auf
eine L. pneumophila-Infektion auch in der humanen Lunge eine wichtige Rolle spie-
len.
FlaA kann weiterhin von TLR5 auf alveolaren Makrophagen erkannt werden. In Versu-
chen mit murinen Alveolarmakrophagen, die im Gegensatz zu den in vielen Flagellin-
Studien verwendeten murinen Bone marrow-derived macrophages (BMDMs) TLR5
exprimieren, führte die TLR5-vermittelte FlaA-Detektion zu einer erhöhten Cytokin-
und Chemokin-Expression. Interessanterweise scheint Flagellin hier sogar der Haupt-
auslöser der Cytokin- und Chemokin-Expression zu sein. Detektiert wurden erhöhte
TNF-α- und IL-6-Level, die zu einer vermehrten PMN-Rekrutierung in infizierte Mäu-
selungen führten. Weiterhin konnte durch die Stimulation mit FlaA eine höhere TNF-
α-Expression erzielt werden als mit FliC aus Salmonella typhimurium, welches als
sehr immunogen gilt. Ein TLR5-abhängiger Einfluss auf die Vermehrung von L. pneu-
mophila in den Mäuselungen konnte jedoch nicht festgestellt werden. Die Autoren
konnten diesen Detektionsweg von FlaA weiterhin klar von der Naip5- und Nlrc4-
vermittelten, zytosolischen Flagellin-Erkennung abgrenzen (Hawn et al., 2007). Da
auch humane, alveolare Makrophagen TLR5 exprimieren, könnten die Mechanismen
in den HLTEs ähnlich sein. Damit wäre ein Modell denkbar, in dem sowohl TLR5
auf Lungenepithelzellen als auch TLR5 auf alveolaren Makrophagen an der FlaA-
abhängigen PMN-Rekrutierung beteiligt sind (Abb. 6.3). Die Bekämpfung der Legio-
nelleninfektion erfolgt dabei nicht durch die Neutrophilen direkt, sondern durch die
weitere Rekrutierung anderer Immunzellen, wie NK-Zellen. In weiterführenden Stu-
dien wäre es sinnvoll, dies histologisch zu untersuchen.
ProA könnte durch Verhinderung der TLR5-vermittelten Flagellin-Detektion also nicht
nur die CXCL8-Produktion in Lungenepithelzellen, sondern auch die TNF-α- und IL-
6-Expression in alveolaren Makrophagen beeinflussen, was möglicherweise zu einer
starken Einschränkung der Rekrutierung von Immunzellen führen könnte. Dies würde
die Infektion des Lungengewebes und eventuell auch die Vermehrung von L. pneumo-
phila begünstigen (Abb. 6.4).
Diese Form der proinflammatorischen Antwort ist vermutlich nur in der frühen Phase
der L. pneumophila-Infektion relevant, was durch die Versuche von Hawn et al. (2007)
bereits gezeigt und auch in den Ergebnissen dieser Arbeit bestätigt werden konnte. So
wurde ein Einfluss von FlaA auf die CXCL8-Produktion in HLTEs zu späteren Zeit-
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Abbildung 6.3: FlaA-vermittelte TLR5-Aktivierung und Immunantwort bei Infektion der hu-
manen Lunge durch L. pneumophila. Während der Infektion von humanem Lungengewebe durch
L. pneumophila wird monomeres FlaA durch TLR5 erkannt, welches auf der Oberfläche von Lunge-
nepithelzellen und alveolaren Makrophagen präsent ist. Die Stimulation von TLR5 initiiert in Lunge-
nepithelzellen eine komplexe Signalkaskade, die die Aktivierung von NF-κB und der Produktion von
CXCL8 auslöst. CXCL8 spielt eine wichtige Rolle bei der Rekrutierung von Immunzellen wie PMNs.
Bei der Aktivierung von TLR5 auf alveolaren Makrophagen wird die Produktion der Cytokine IL-6 und
TNF-α initiiert.
punkten (24 h und 48 h nach Inokulation) nicht mehr detektiert (Daten nicht gezeigt).
Vermutlich gewinnen dann andere Entzündungsprozesse die Oberhand.
Zytosolisches FlaA wird über das Naip5/Nlrc4-Inflammasom detektiert. Auch hier wä-
re ein Einfluss von ProA denkbar. Aktuelle Studien von Truchan et al. (2017) zeigen,
dass ProA aus der LCV transloziert wird und in das Wirtszell-Zytoplasma gelangt.
Interessanterweise konnte dies jedoch nicht für Mausmakrophagen gezeigt werden.
Diese Zelllinien weisen bei Infektion mit L. pneumophila eine sehr effiziente Detekti-
on von zytosolischem FlaA durch Naip5 und Ipaf (Nlrc4) auf (Molofsky et al., 2006,
Pereira et al., 2011). Vielleicht ist ProA in der Lage, Flagellin auch intrazellulär zu
spalten und damit die zytosolische Immundetektion von L. pneumophila einzudäm-
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Abbildung 6.4: Modell zur Vermeidung der TLR5-vermittelten Immunantwort durch ProA. Das
durch L. pneumophila sezernierte ProA ist in der Lage, monomeres FlaA zu degradieren. Die intak-
te Flagelle wird dabei jedoch nicht beeinflusst. Dadurch kommt es zu einer deutlich Reduktion der
TLR5-Aktivierung und der CXCL8-Produktion, was vermutlich zu einer verminderten Rekrutierung
von Immunzellen, wie PMNs, führt. Weiterhin könnte ProA die Aktivierung von TLR5 auf alveolaren
Makrophagen unterbinden und somit einen Einfluss auf die Produktion der Cytokine IL-6 und TNF-α
nehmen. Dadurch würde eine stabilere und effizientere Infektion des Lungengewebes durch L. pneumo-
phila ermöglicht werden.
men.
Die in dieser Arbeit durchgeführten Infektionsstudien mit Amöben und alveolaren Ma-
krophagen zeigten, dass die proA-defiziente Mutante Schwierigkeiten bei der Etablie-
rung der Infektion hat. Möglicherweise könnte auch dieser Umstand mit dem Abbau
freien Flagellins durch ProA zusammenhängen. Ist ProA nicht vorhanden, wird FlaA
nicht degradiert und die Wirtszellen können schnell Abwehrmechanismen mobilisie-
ren, die eine erfolgreiche Infektion durch L. pneumophila erschweren. Wenn dies zu-
trifft, müssten auch Amöben über einen Mechanismus verfügen, der bakterielles Fla-
gellin erkennt. Dies wurde jedoch bisher nicht untersucht. Allerdings konnte bei Infek-
tion von A. castellanii mit L. pneumophila kein Einfluss von FlaA auf die intrazellulä-
216
6 Diskussion
re Vermehrung festgestellt werden (Pereira et al., 2011). In der Infektion von HLTEs
konnte kein Einfluss von ProA auf die Etablierung der Infektion beobachtet werden.
Jedoch sind Gewebeinfektionen ungleich komplexer als Monolayer-Infektionen und
von weitaus mehr Faktoren abhängig. Da die Vermehrungsrate von L. pneumophila
in HLTEs auch deutlich geringer ausfällt, ist es vermutlich schwierig, solche Etablie-
rungsschwierigkeiten anhand der cfu abzulesen. Dies müsste mit sensitiveren Metho-
den, wie z.B. durch Einsatz von Fluoreszenzmikroskopie, analysiert werden.
Auch wenn die TLR5-vermittelte Immundetektion von L. pneumophila in anderen In-
fektionsmodellen eher eine untergeordnete Rolle zu spielen scheint, so könnte sie für
die Etablierung der Infektion in der humanen Lunge durchaus eine wichtige Rolle spie-
len. So zeigten Menschen mit einem Stop-Codon-Polymorphismus in der Liganden-
Bindedomäne von TLR5 eine erhöhte Anfälligkeit gegenüber einer Infektion mit Le-
gionellen (Hawn et al., 2003). Eine Eindämmung der TLR5-Aktivierung durch ProA
könnte also durchaus Vermehrungsvorteile für L. pneumophila in der humanen Lunge
bieten. Ob diese Ergebnisse einer erstaunlichen Anpassung eines Umweltbakteriums
an den menschlichen Wirt zugrunde liegen oder die Flagellin-Detektion auch in "na-
türlichen"Wirten von L. pneumophila wie Amöben eine Rolle spielt, muss in weiteren
Untersuchungen geklärt werden.
6.7 Ausblick
Im Rahmen dieser Arbeit konnte ProA rekombinant produziert, gereinigt und erste
Kristalle der Protease erzeugt werden. Ein großes Problem bei der Isolierung von ProA
war vor allem die starke Eigenproteolyse des Enzyms. Das Unterbinden der Protease-
aktivität würde große Vorteile bei der Reinigung und späteren Kristallisation bieten.
Bei der Verwendung von Proteasehemmern oder Komplexbildnern wie EDTA kommt
es jedoch immer zu einer Strukturänderung, was die Kristallbildung und Rückschlüsse
auf die tatsächliche Struktur des Proteins erschweren kann. Da eine effiziente Produkti-
on von inaktivem ProA nicht möglich ist, müssen hier andere Möglichkeiten gefunden
werden. Ein Ansatz wäre die Entwicklung eines spezifischen Inhibitors für ProA. In
der Studie von Poras et al. (2012) konnte bereits ein ProA-spezifisches Peptidsubstrat
identifiziert werden. Durch Modifikation könnte dieses Peptid so verändert werden,
dass es nicht mehr durch ProA gespalten, aber dennoch effizient gebunden wird. Ein
solch spezifischer Inhibitor würde nicht nur Vorteile bei der Kristallisation von ProA
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bieten, sondern könnte auch bei verschiedensten Untersuchungen der Protease zum
Einsatz kommen. Bei Infektionsversuchen könnte die Aktivität von ProA so kontrol-
liert unterbunden werden.
Weiterhin konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Produktion von ProA im
Vergleich zu YEB in CDM stark reduziert ist. Die Bildung von ProA scheint dabei
nicht abhängig von dem Vorkommen extrazellulären Proteins oder Calcium zu sein.
Womöglich ist die Produktion von ProA stark Zink-abhängig, was in weiteren Studien
näher untersucht werden sollte.
Die Sekretionsprofile des Wildtyps und der proA-defizienten Mutante zeigten deutli-
che Unterschiede. Dabei waren viele Proteine, die im Sekretom des Wildtyps vorkom-
men, bei der proA-negativen Mutante verringert oder gar nicht mehr nachweisbar. In
weiteren Untersuchungen zeigte sich, dass diese Veränderung des Sekretoms mögli-
cherweise eine negative Auswirkung auf das Überleben von L. pneumophila in der
Umwelt hat. In weiteren Versuchen sollten auch das Proteom und das Transkriptom
der proA-defizienten Mutante näher untersucht werden, da ProA eine wichtige Rol-
le bei der Prozessierung anderer Schlüsselfaktoren spielen könnte. Dabei wäre auch
die Untersuchung des Proteoms und Sekretoms von L. pneumophila in CDM sinnvoll.
Das Minimalmedium wird in vielen Experimenten eingesetzt, jedoch wurde bisher
nicht analysiert, welche Proteine dabei tatsächlich von L. pneumophila gebildet wer-
den. Der Vergleich der Sekretionsprofile des Wildtyps, bei Wachstum in YEB und
CDM, offenbarten in dieser Arbeit sehr deutliche Differenzen, zumal ProA in CDM
kaum produziert wurde. Falls das Fehlen von zusätzlichem Zink im CDM tatsächlich
der Grund für die sehr geringe Produktion von ProA sein sollte, könnte über eine Op-
timierung der Rezeptur nachgedacht werden.
Im Rahmen der Sekretomanalysen wurde festgestellt, dass einige, in den Fettsäure-
Metabolismus involvierte Enzyme nicht mehr im Kulturüberstand der proA-defizienten
Mutante vorkommen. Zusätzlich zeigte sich ein Einfluss von ProA und PepN auf die
Sliding Motility von L. pneumophila, die nach aktuellen Studien von Johnston et al.
(2016) und Tobias et al. (2016) im Zusammenhang mit dem Polyketid Legionellol
A steht. In weiteren Untersuchungen sollte analysiert werden, ob ProA und PepN im
Zusammenhang mit der Polyketid-Synthese stehen. Da ProA an vielen, für das Überle-
ben von L. pneumophila in der Umwelt relevanten Vorgängen beteiligt zu sein scheint,
sollte in zukünftigen Ansätzen auch eine genaue Rolle von ProA innerhalb dieser Me-
chanismen definiert werden. Speziell bei der Bildung, Etablierung oder dem Verlassen
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von Biofilmen könnte ProA maßgeblich beteiligt sein.
Des Weiteren sollte geklärt werden, inwiefern ProA wichtig für Etablierung der In-
fektion von alveolaren Makrophagen und Amöben ist. ProA könnte natürlich dafür
relevante Faktoren direkt oder indirekt prozessieren. Um eine Rolle von ProA bei
der Invasion zu definieren, könnten z.B. Invasionsassays durchgeführt werden. Da-
bei werden die adhärenten und invasiven Legionellen mittels Immunfluoreszenzfär-
bung mikroskopisch quantifiziert. Eine andere Hypothese wäre, dass die fehlende Spal-
tung von freiem FlaA bei der proA-defizienten Mutane eine frühe Immunreaktion der
Wirtszelle begünstigt und somit die Etablierung der Infektion erschwert. Ein inter-
essanter Ansatzpunkt wäre dabei generell herauszufinden, ob und wie Amöben bak-
terielles Flagellin detektieren können. Bezogen auf L. pneumophila sollte eine proA-
und flaA- defiziente Doppelmutante generiert werden und Infektionsversuche unter
Zusatz von gereinigtem ProA oder FlaA durchgeführt werden. Weiterhin sollte ein
proA-Komplementationsstamm erzeugt werden, um die in dieser Arbeit erzielten Er-
gebnisse weiter zu bekräftigen. Dies gilt auch für die Aminopeptidase PepN, die hier
als ein neuer Virulenzfaktor von L. pneumophila identifiziert werden konnte. In weite-
ren Studien sollte die genaue Funktion von PepN sowie sein Zusammenhang mit ProA
analysiert werden.
ProA ist ein wichtiger Schlüsselfaktor für die Infektion der humanen Lunge. In weiter-
führenden Untersuchungen sollte, z.B. mit Hilfe immunhistochemischer Färbungen,
die genaue Lokalisierung der proA-defizienten Mutante während der HLTE-Infektion
überprüft werden. So könnten Rückschlüsse auf eine möglicherweise schlechtere Aus-
breitung im Gewebe, als es beim Wildtyp der Fall wäre, gezogen werden. Weiterhin
wäre es interessant herauszufinden, ob ProA und Mip bei der Gewebeschädigung zu-
sammen agieren. Dazu sollte eine proA- und mip-defiziente Doppelmutante erstellt
werden und in der HLTE-Infektion die Gewebeschädigung mit und ohne Zugabe von
gereinigtem ProA betrachtet werden. Weiterhin wäre auch die genaue Lokalisation
von ProA bei der Infektion sinnvoll. Besonders wichtig ist auch die Identifizierung der
ProA-Ziele im Gewebe. Bisher ist für ProA nur eine Kollagen-abbauende Eigenschaft
bestätigt. Mögliche weitere Substrate im Lungengewebe wären z.B. Laminin, Fibro-
nektin, Proteoglykan, Thrombospondin und Vitronektin.
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ProA monomeres FlaA spaltet, dadurch
die TLR5-Aktivierung verhindert und auch die CXCL8-Produktion beeinflusst. Auf-
grund der starken Abhängigkeit vom Zustand des Lungegewebes, konnten bisher nur
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zwei aussagekräftige Replikate bei der CXCL8-Messung im Zusammenhang mit der
L. pneumophila-Infektion analysiert werden. Um diese Ergebnisse zu bestätigen, soll-
ten hier weitere Replikate erstellt werden. Weiterhin sollten die Folgen dieses Ein-
griffs von ProA in die Immunantwort genauer betrachtet werden. Dazu könnte z.B. die
Einwanderung von Immunzellen wie PMNs oder Makrophagen in infizierten HLTEs
unter Anwendung immunhistochemischer Methoden untersucht werden. Da ProA die
CXCL8-Produktion verändert, scheint die Spaltung von FlaA insbesondere die Immu-
nantwort der Lungenepithelzellen zu betreffen. Jedoch ist TLR5 auch auf alveolaren
Makrophagen präsent. Daher sollte in weiteren Studien der Einfluss von ProA auf die
Immunantwort der einzelnen Zelltypen genauer charakterisiert werden. Weiterhin wä-
re ein direkte Abbau von produzierten Cytokinen und Chemokinen durch ProA selbst
möglich, was in Degradationsversuchen mit gereinigtem ProA und den entsprechen-
den Botenstoffen überprüft werden könnte.
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8 Anhang
8.1 Abkürzungsverzeichnis
Tabelle 8.1: Abkürzungsverzeichnis
Abkürzung Bedeutung
Å Ångström
AAA ATPases associated with various cellular activities
Abb. Abbildung
Amp Ampicillin
ACE Angiotensin-converting enzyme
ACN Acetonitril
ASC apoptosis-associated speck-like protein containing CARD
bp Basepaare
BCYE buffered charcoal yeast extract, Legionellen-Agarmedium
BIR baculoviral inhibitory repeat-like domain
BLAST Basic Local Alignment Search Tool
BMDM bone marrow-derived macrophage
BoNT Botulinum-Neurotoxine
BSA bovine serum albumin, Rinderserumalbumin
°C Grad Celsius
CARD caspase activation and recruitment domain
CAPNETZ Kompetenznetz für ambulant erworbene Pneumonien
CDC Center for Disease Control
CDM chemisch-definiertes Medium
CFU colony forming units, Kolonie-bildende Einheiten
CM Cytoplasma-Membran
Cm Chloramphenicol
cm2 Quadratzentimeter
CPAF chlamydial protease-like factor
CP Cytoplasma
d Tag
DFR downstream flanking reverse
DFF downstream flanking forward
dH2O deionisiertes Wasser
DNA deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsäure
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dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat
DMSO Dimethylsulfoxid
Dot/Icm defect in organelle trafficking / intracellular multiplication
ECM extracellular matrix, extrazelluläre Matrix
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure
EGTA Ethylenglykol-bis(aminoethylether)-N,N,N´,N´-tetraessigsäure
ER Endoplasmatisches Retikulum
FCS fetal calf serum, fötales Kälberserum
FKBPS Familie der FK506-bindenden Proteine
FPLC fast protein liquid chromatography
g Gramm
g Erdschwerebeschleunigung ( 9,81 m/s2)
GOI gene of interest
GPC Gelpermeationschromatographie
h Stunde
HIC Hydrophobe Interaktionschromatographie
HGA Homogentisinsäure
HLTE human lung tissue explant, humanes Lungengewebsexplantat
HZI Helmholtz-Zentrum für Infektionsforschung
IEF isoelektrische Fokussierung
IFN Interferon
IL Interleukin
IMAC immobilized metalion affinity chromatography
kb Kilobasen
kDa Kilodalton
KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
Km Kanamycin
L Liter
LB „Lysogeny-Broth“, Nährmedium
LCV Legionella-containing vacuole
LLAP Legionella-like amoebal pathogens
LPS Lipopolysaccharide
lqs Legionella quorum sensing-Gene
LRR Leucine-rich repeats
Lsp Legionella secretion pathway
mA Milliampere
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Map major acid phosphatase, Legionellen-Protein
MAPK mitogen-activated protein kinases
MAVS mitochondrial antiviral signaling protein
MCAF monocyte chemotactic and activating factor
mg Milligramm
MilliQ vollentsalztes Wasser
min Minute
mL Milliliter
MOI multiplicity of infection
MOMP major outer membrane protein, Legionellen-Protein
Msp major secretory protein, frühere Bezeichnung von ProA
MWCO molecular weight cut-off, Molekulargewichtsgrenze
NBT Nitroblautetrazoliumchlorid
NCBI National Center for Biotechnology Information
ng Nanogramm
NLR NOD-like receptor
NLRA siehe NLR, A für acidic transactivation domain
NLRB siehe NLR, B für BIR
NLRC siehe NLR, C für CARD
NLRP siehe NLR, P für Pyrin-Domäne
NOD Nukleotid-bindende Oligomerisierungs-Domäne
OD Optische Dichte
OMV outer membrane vesicles
PAMP pathogen-associated molecular pattern
PBS Phosphatgepufferte Salzlösung
PCR Polymerase-Kettenreaktion
PE postexponentielle Wachstumsphase
PEG Polyethylenglykol
PMN polymorphnukleare Neutrophile
PP Periplasma
PPF periplasmatischen Fraktion
PRR pattern recognition receptor
PVDF Polyvinylidenfluorid
PYG Peptone-yeast-glucose medium, Acanthamöben-Medium
PYNFH peptone, yeast, nucleic acid, folic acid, hemin, Vermamöben-Medium
RLR RIG-I-like receptor
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RKI Robert Koch-Institut
RNA Ribonukleinsäure
RT Raumtemperatur
Rtx repeats in toxin
SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
SEAP secreted embryonic alkaline phosphatase
s(-ek) Sekunde
SNARE soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor
spp. species pluralis
Tab. Tabelle
TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer
Taq Thermus aquaticus, thermophiles Bakterium
TB „Terrific Broth“-Flüssigmedium
TCA Trichloressigsäure
TED Tris(carboxymethyl)ethylendiamin
TeNT Tetanus-Neurotoxin
TIR Toll/ IL-1R homology domain
TLR Toll-like receptor
T1SS Typ I-Sekretionssystem
T2SS Typ II-Sekretionssystem
T4SS Typ IV-Sekretionssystem
UFF upstream flanking forward
UFR upstream flanking reverse
ü.N. über Nacht
Unb. unbekannt
V Volt
v/v Volumenverhältnis
VBNC viable but not culturable
WT Wildtyp
YEB yeast extract broth, Legionellen-Flüssigmedium
µg Mikrogramm
µL Mikroliter
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8.2 Zusatztabellen Sekretomanalyse
Tabelle 8.2: In 2 von 3 Sekretomen der proA-Deletionsmutante dezimierte Proteine
GI-Nr. Identität Locus1 SigP2 PSORT3 Log2
(∆proA/WT)
148281520 Hypothetical protein LpC_1671 + CP -10,16
148280964 Class 4 Metalloprotease LpC_1085 + EC -9,02
148281593 Glu/Leu/Phe/Val LpC_1745 - CP -8,42
dehydrogenase
148280758 Phospholipase C LpC_0870 + Unb. -7,70
187610281 Polyribonucleotide LpC_3053 - CP -7,47
nucleotidyltransferase
148280655 L-lysine dehydrogenase LpC_0766 - CP -7,28
148283082 N-acetylornithine LpC_3283 - CP -7,19
aminotransferase ArgD
148280175 Zinc metalloprotein LpC_0267 + CP -6,80
148280004 Aspartate amino- LpC_0093 - CP -6,60
transferase A
148280523 Acetylornithine LpC_0629 - CP -6,49
deacetylase
148280373 Dienelactone hydrolase LpC_0474 - CP -6,48
family protein
148280893 Succinate semialdehyde LpC_1008 - CP -6,46
dehydrogenase (NADP+)
148282801 Single-strand binding LpC_2988 - CP -6,41
protein (SSB)
166918221 Chaperone protein DnaK LpC_1509 - CP -6,34
166987790 Phosphoglycerate kinase LpC_0158 - CP -6,20
166201715 ATP Synthase subunit ß LpC_3297 - CP -6,14
148283065 Cystathionine beta LpC_3266 - CP -6,05
synthase
148280073 Oligopeptidase A LpC_0162 - CP -5,93
148283079 Peroxynitrite reductase LpC_3280 - CP -5,53
148280836 2-methylcitrate LpC_0950 - CP -5,26
dehydratase PrpD
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148282525 Hypothetical protein LpC_2701 + Unb. -5,16
148281161 27 kDa outer membrane LpC_1286 + PP -4,94
protein
166977582 Phosphoserine LpC_0834 - CP -4,82
aminotransferase
148280656 Piperidine-6-carboxylate LpC_0767 - CP -4,59
dehydrogenase
148282546 Adenosine deaminase LpC_2723 - CP -4,57
148281174 Enoyl reductase LpC_1299 - CM -4,57
148282202 Electron transfer flavo- LpC_2368 - CP -4,38
protein alpha unit
148282919 Hypothetical protein LpC_3120 - CP -4,11
148281509 Ketosteroid isomerase LpC_1660 - Unb. -2,67
1 L. pneumophila str. Corby, GenBank: CP000675.2, Assembly: GCA_ 000092545.1
2 SignalP 4.0: Vorhersage der Präsenz und Lokalisation von Signalpeptiden in Aminosäure-Sequenzen
3 PSORTb 3.0.2: Vorhersage der Proteinlokalisation
Tabelle 8.3: Proteine, die nur im Wildtyp-Sekretom (2 von 3) identifiziert wurden
GI-Nr. Identität Locus1 SigP2 PSORT3
148281225 Ectonucleoside triphosphate LpC_1359 + Unb.
diphosphohydrolase
148281521 Conserved hypothetical protein LpC_1672 + Unb.
148282283 Tuloene tolerance protein Ttg2D LpC_2451 + Unb.
148282383 Hypothetical signal peptide protein LpC_2556 + Unb.
1 L. pneumophila str. Corby, GenBank: CP000675.2, Assembly: GCA_ 000092545.1
2 SignalP 4.0: Vorhersage der Präsenz und Lokalisation von Signalpeptiden in Aminosäure-Sequenzen
3 PSORTb 3.0.2: Vorhersage der Proteinlokalisation
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Trace
Majority
10 20 30 40 50 60 70
TTGATTTCAGTTAACGAAGCATGTCCATAAATGGACGGTTCTCGGGAGCCTAAAAGGTTTAGATTAGGACCATGT
                                                                           
TTGATTTCAGTTAACGAAGCATGTCCATAAATGGACGGTTCTCGGGAGCCTAAAAGGTTTAGATTAGGACCATGTProA KO Konstrukt(1>4786)
Trace
Majority
80 90 100 110 120 130 140 150
AATACTAGAATTTTTTTCATTACACATCGGTATAGTCTGAGATTTGCAGATTTTGCCTGAACTTTATGAACATGT
                                                                           
AATACTAGAATTTTTTTCATTACACATCGGTATAGTCTGAGATTTGCAGATTTTGCCTGAACTTTATGAACATGTProA KO Konstrukt(1>4786)
Trace
Majority
160 170 180 190 200 210 220
CTATATATCTGCGAGGATATCGGCAAGATCTCCGCAAGTTTAGCAAGAAATTTTATATTTAGTAAAAAGCAATGG
                                                                           
CTATATATCTGCGAGGATATCGGCAAGATCTCCGCAAGTTTAGCAAGAAATTTTATATTTAGTAAAAAGCAATGGProA KO Konstrukt(1>4786)
Trace
Majority
230 240 250 260 270 280 290 300
ATTGTACTTAAAGAGTGTACCGATTTTAGGATTATGATATTTTTATTTATTTCTTGAGCCAGGAAGAGCTTATGT
                                                                           
ATTGTACTTAAAGAGTGTACCGATTTTAGGATTATGATATTTTTATTTATTTCTTGAGCCAGGAAGAGCTTATGTProA KO Konstrukt(1>4786)
Trace
Majority
310 320 330 340 350 360 370
CTAAAACGTTTATAACAGATGTCACCTTGCGTGATGCCCATCAATGCTTAATCGCTACAAGAATGCGTACTGAAG
                                                                           
CTAAAACGTTTATAACAGATGTCACCTTGCGTGATGCCCATCAATGCTTAATCGCTACAAGAATGCGTACTGAAGProA KO Konstrukt(1>4786)
Trace
Majority
380 390 400 410 420 430 440 450
ATATGTTGCCAATCTGTAATAAAATGGATGATGTAGGATTTTGGGCTATGGAAGTCTGGGGAGGCGCTACTTTTG
                                                                           
ATATGTTGCCAATCTGTAATAAAATGGATGATGTAGGATTTTGGGCTATGGAAGTCTGGGGAGGCGCTACTTTTGProA KO Konstrukt(1>4786)
Trace
Majority
460 470 480 490 500 510 520
ATGCCTGTTTGCGATTTTTAAAGGAAGATCCCTGGTCAAGATTGCGTCAACTTCGCCAGGCGTTACCGAATACTC
                                                                           
ATGCCTGTTTGCGATTTTTAAAGGAAGATCCCTGGTCAAGATTGCGTCAACTTCGCCAGGCGTTACCGAATACTCProA KO Konstrukt(1>4786)
Trace
Majority
530 540 550 560 570 580 590 600
AACTCTCCATGCTGTTAAGAGGTCAAAACTTGTTAGGCTATAGGAATTATGCAGATGATGTAGTCCGAGCGTTTG
                                                                           
AACTCTCCATGCTGTTAAGAGGTCAAAACTTGTTAGGCTATAGGAATTATGCAGATGATGTAGTCCGAGCGTTTGProA KO Konstrukt(1>4786)
Trace
Majority
610 620 630 640 650 660 670
TTAAATTGGCCGTAAATAATGGAGTGGATGTATTTCGTGTGTTTGATGCTTTARATGACGCGCGAAACCTTAAAG
                                                                           
TTAAATTGGCCGTAAATAATGGAGTGGATGTATTTCGTGTGTTTGATGCTTTAAATGACGCGCGAAACCTTAAAGProA KO Konstrukt(1>4786)
GATGACGCGCGAAACCTTAAAG
KOproA_2-ProA_seq_F3.ab1(18>1256)
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8.3 Alignment der proA-Deletionsmutante (1/2)
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Trace
Majority
680 690 700 710 720 730 740 750
TAGCCATAGACGCGATTAAATCACATAAAAAACATGCCCAGGGAGCAATTTGTTACACAACCAGCCCGGTTCATA
                                    M                                      
TAGCCATAGACGCGATTAAATCACATAAAAAACATGCCCAGGGAGCAATTTGTTACACAACCAGCCCGGTTCATAProA KO Konstrukt(1>4786)
TAGCCATAGACGCGATTAAATCACATAAAAAACATGACCAGGGAGCAATTTGTTACACAACCAGCCCGGTTCATA
KOproA_2-ProA_seq_F3.ab1(18>1256)
Trace
Majority
760 770 780 790 800 810 820
CTTTGGACAATTTTTTGGAGCTAGGGAAAAAATTGGCTGAAATGGGATGTGATAGTATCGCCATAAAAGATATGG
                                                                           
CTTTGGACAATTTTTTGGAGCTAGGGAAAAAATTGGCTGAAATGGGATGTGATAGTATCGCCATAAAAGATATGGProA KO Konstrukt(1>4786)
CTTTGGACAATTTTTTGGAGCTAGGGAAAAAATTGGCTGAAATGGGATGTGATAGTATCGCCATAAAAGATATGG
KOproA_2-ProA_seq_F3.ab1(18>1256)
Trace
Majority
830 840 850 860 870 880 890 900
CAGGTTTGCTAACCCCAACGGTGACTGTCGAATTGTATGCCGGTTTAAAACAAGCGACTGGCTTACCTGTACATT
                                                                           
CAGGTTTGCTAACCCCAACGGTGACTGTCGAATTGTATGCCGGTTTAAAACAAGCGACTGGCTTACCTGTACATTProA KO Konstrukt(1>4786)
CAGGTTTGCTAACCCCAACGGTGACTGTCGAATTGTATGCCGGTTTAAAACAAGCGACTGGCTTACCTGTACATT
KOproA_2-ProA_seq_F3.ab1(18>1256)
Trace
Majority
910 920 930 940 950 960 970
TGCATAGTCATTCTACTTCCGGTTTGGCAAGTATATGCCATTATGAGGCCGTTTTAGCGGGTTGTAATCACATTG
                                                                           
TGCATAGTCATTCTACTTCCGGTTTGGCAAGTATATGCCATTATGAGGCCGTTTTAGCGGGTTGTAATCACATTGProA KO Konstrukt(1>4786)
TGCATAGTCATTCTACTTCCGGTTTGGCAAGTATATGCCATTATGAGGCCGTTTTAGCGGGTTGTAATCACATTG
KOproA_2-ProA_seq_F3.ab1(18>1256)
Trace
Majority
980 990 1000 1010 1020 1030 1040 1050
ATACAGCGATTTCATCTTTTTCTGGCGGTGCGTCTCATCCACCTACGGAAGCATTGGTTGCCGCATTGACTGACA
                                                                           
ATACAGCGATTTCATCTTTTTCTGGCGGTGCGTCTCATCCACCTACGGAAGCATTGGTTGCCGCATTGACTGACAProA KO Konstrukt(1>4786)
ATACAGCGATTTCATCTTTTTCTGGCGGTGCGTCTCATCCACCTACGGAAGCATTGGTTGCCGCATTGACTGACA
KOproA_2-ProA_seq_F3.ab1(18>1256)
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Trace
Majority
1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
CTCCGTATGACACGGAATTGGATTTAAATATTTTATTGGAAATAGACGATTATTTTAAAGCTGTCCGCAAGAAGT
                                                                           
CTCCGTATGACACGGAATTGGATTTAAATATTTTATTGGAAATAGACGATTATTTTAAAGCTGTCCGCAAGAAGTProA KO Konstrukt(1>4786)
CTCCGTATGACACGGAATTGGATTTAAATATTTTATTGGAAATAGACGATTATTTTAAAGCTGTCCGCAAGAAGT
KOproA_2-ProA_seq_F3.ab1(18>1256)
Trace
Majority
1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
ATTCTCAATTTGAAAGTGAGGCACAGAATATTGACCCTCGTGTTCAATTGTATCAAGTGCCAGGTGGCATGATCT
                                                                           
ATTCTCAATTTGAAAGTGAGGCACAGAATATTGACCCTCGTGTTCAATTGTATCAAGTGCCAGGTGGCATGATCTProA KO Konstrukt(1>4786)
ATTCTCAATTTGAAAGTGAGGCACAGAATATTGACCCTCGTGTTCAATTGTATCAAGTGCCAGGTGGCATGATCT
KOproA_2-ProA_seq_F3.ab1(18>1256)
Trace
Majority
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270
CAAACCTGTATAATCAGTTAAAGGAGCAGAATGCATTAGACAAGATGGATGCTGTTCACAAGGAAATCCCCCGCG
                                                                           
CAAACCTGTATAATCAGTTAAAGGAGCAGAATGCATTAGACAAGATGGATGCTGTTCACAAGGAAATCCCCCGCGProA KO Konstrukt(1>4786)
CAAACCTGTATAATCAGTTAAAGGAGCAGAATGCATTAGACAAGATGGATGCTGTTCACAAGGAAATCCCCCGCG
KOproA_2-ProA_seq_F3.ab1(18>1256)
Trace
Majority
1280 1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350
TTCGTAAGGACTTGGGTTATCCGCCTTTGGTTACGCCAACATCTCAAGTCGTTGGAACTCAGGCAGTTATTAATG
                                                                           
TTCGTAAGGACTTGGGTTATCCGCCTTTGGTTACGCCAACATCTCAAGTCGTTGGAACTCAGGCAGTTATTAATGProA KO Konstrukt(1>4786)
TTCGTAAGGACTTGGGTTATCCGCCTTTGGTTACGCCAACATCTCAAGTCGTTGGAACTCAGGCAGTTATTAATG
KOproA_2-ProA_seq_F3.ab1(18>1256)
Trace
Majority
1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420
TTCTAACGGGAGAACGGTATAAAACAATAACCAATGAAGTGAAACTCTACTGTCAGGGAAAATATGGCACTCCTC
                                                                           
TTCTAACGGGAGAACGGTATAAAACAATAACCAATGAAGTGAAACTCTACTGTCAGGGAAAATATGGCACTCCTCProA KO Konstrukt(1>4786)
TTCTAACGGGAGAACGGTATAAAACAATAACCAATGAAGTGAAACTCTACTGTCAGGGAAAATATGGCACTCCTC
KOproA_2-ProA_seq_F3.ab1(18>1256)
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Trace
Majority
1430 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500
CTGGCAAAATTAGTTCTGCTTTACGGAAAAAAGCGATTGGACGAACGGAAGTGATTGAAGTCAGGCCTGGCGATT
                                                                           
CTGGCAAAATTAGTTCTGCTTTACGGAAAAAAGCGATTGGACGAACGGAAGTGATTGAAGTCAGGCCTGGCGATTProA KO Konstrukt(1>4786)
CTGGCAAAATTAGTTCTGCTTTACGGAAAAAAGCGATTGGACGAACGGAAGTGATTGAAGTCAGGCCTGGCGATT
KOproA_2-ProA_seq_F3.ab1(18>1256)
Trace
Majority
1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570
TGTTACCTAATGAATTAGATCAATTGCAAAATGAAATAAGTGATTTGGCACTAAGTGATGAGGATGTTCTTCTTT
                                                                           
TGTTACCTAATGAATTAGATCAATTGCAAAATGAAATAAGTGATTTGGCACTAAGTGATGAGGATGTTCTTCTTTProA KO Konstrukt(1>4786)
TGTTACCTAATGAATTAGATCAATTGCAAAATGAAATAAGTGATTTGGCACTAAGTGATGAGGATGTTCTTCTTT
KOproA_2-ProA_seq_F3.ab1(18>1256)
Trace
Majority
1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650
ATGCAATGTTTCCCGAAATTGGGCGCCAATTCTTAGAGCAGCGTAAAAATAATCAATTAATTCCTGAGCCATTAT
                                                                           
ATGCAATGTTTCCCGAAATTGGGCGCCAATTCTTAGAGCAGCGTAAAAATAATCAATTAATTCCTGAGCCATTATProA KO Konstrukt(1>4786)
ATGCAATGTTTCCCGAAATTGGGCGCCAATTCTTAGAGCAGCGTAAAAATAATCAATTAATTCCTGAGCCATTAT
KOproA_2-ProA_seq_F3.ab1(18>1256)
AAATAATCAATTAATTCCTGAGCCATTAT
KOproA_2-ProA_seq_F4.ab1(24>1251)
Trace
Majority
1660 1670 1680 1690 1700 1710 1720
TGACTCAATCAAGTGCACCAGATAATTCCGTCATGTCTGAGTTTGATATTATTCTTCATGGTGAGAATTATCATG
                      W                 R                                  
TGACTCAATCAAGTGCACCAGATAATTCCGTCATGTCTGAGTTTGATATTATTCTTCATGGTGAGAATTATCATGProA KO Konstrukt(1>4786)
TGACTCAATCAAGTGCACCAGATAATTCCGTCATGTCTGAATTTGATATTATTCTTCATGGTGAGAATTATCATG
KOproA_2-ProA_seq_F3.ab1(18>1256)
TGACTCAATCAAGTGCACCAGAAAATTCCGTCATGTCTGAGTTTGATATTATTCTTCATGGTGAGAATTATCATG
KOproA_2-ProA_seq_F4.ab1(24>1251)
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Trace
Majority
1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800
TAAAAGTAGCTGGTTATGGAATGATTGAGCATGGTCAACAATCCTG-TTTTTTGTGGGTTGATGGTGTTCCTGAA
                                              g                            
TAAAAGTAGCTGGTTATGGAATGATTGAGCATGGTCAACAATCCTG-TTTTTTGTGGGTTGATGGTGTTCCTGAAProA KO Konstrukt(1>4786)
TAAAAGTAGCTGGTTATGGAATGATTGAGCATGGTCAACAATCCTGGTTTTTTGTGGGTTGATGGTGTTCCTGAA
KOproA_2-ProA_seq_F3.ab1(18>1256)
TAAAAGTAGCTGGTTATGGAATGATTGAGCATGGTCAACAATCCTG-TTTTTTGTGGGTTGATGGTGTTCCTGAA
KOproA_2-ProA_seq_F4.ab1(24>1251)
Trace
Majority
1810 1820 1830 1840 1850 1860 1870
GAAG-TTGTTGTGCAACATTC-TGAACTTCAT-GACAAAATAGAG-CG-TTCAT-CTGTTAATAACAAGATA-GG
R  Rt                c          g                                          
GAAG-TTGTTGTGCAACATTC-TGAACTTCAT-GACAAAATAGAG-CG-TTCAT-CTGTTAATAACAAGATA-GGProA KO Konstrukt(1>4786)
AAAATTTGTTGTGCAACATTCCTGAACTTCATGGACAAAATAGAGGCGGTCCATCCTGTTAATAACAAGAAAAGG
KOproA_2-ProA_seq_F3.ab1(18>1256)
GAAG-TTGTTGTGCAACATTC-TGAACTTCAT-GACAAAATAGAG-CG-TTCAT-CTGTTAATAACAAGATA-GG
KOproA_2-ProA_seq_F4.ab1(24>1251)
Trace
Majority
1880 1890 1900 1910 1920 1930 1940 1950
ACCTGG-AGATATTACTGTAGCTATCCCCGGTTCTATTATTGCAATTCATGTTTCTGCTGGTGATGAAGTCAAGG
                                                                           
ACCTGG-AGATATTACTGTAGCTATCCCCGGTTCTATTATTGCAATTCATGTTTCTGCTGGTGATGAAGTCAAGGProA KO Konstrukt(1>4786)
ACCTGGGAAAAATTACC
KOproA_2-ProA_seq_F3.ab1(18>1256)
ACCTGG-AGATATTACTGTAGCTATCCCCGGTTCTATTATTGCAATTCATGTTTCTGCTGGTGATGAAGTCAAGG
KOproA_2-ProA_seq_F4.ab1(24>1251)
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Trace
Majority
1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020
CCGGGCAGGCTGTATTGGTTATTGAAGCAATGAAAATGGAGACAGAAATAAAAGCACCTGCAAATGGGGTGGTTG
                                                                           
CCGGGCAGGCTGTATTGGTTATTGAAGCAATGAAAATGGAGACAGAAATAAAAGCACCTGCAAATGGGGTGGTTGProA KO Konstrukt(1>4786)
CCGGGCAGGCTGTATTGGTTATTGAAGCAATGAAAATGGAGACAGAAATAAAAGCACCTGCAAATGGGGTGGTTG
KOproA_2-ProA_seq_F4.ab1(24>1251)
Trace
Majority
2030 2040 2050 2060 2070 2080 2090 2100
CAGAAATATTATGTCAAAAGGGAGACAAAGTGACTCCAGGGCAAGTATTAATCAGAGTGGAGGTGAGTTAACGGG
                                                                           
CAGAAATATTATGTCAAAAGGGAGACAAAGTGACTCCAGGGCAAGTATTAATCAGAGTGGAGGTGAGTTAACGGGProA KO Konstrukt(1>4786)
CAGAAATATTATGTCAAAAGGGAGACAAAGTGACTCCAGGGCAAGTATTAATCAGAGTGGAGGTGAGTTAACGGG
KOproA_2-ProA_seq_F4.ab1(24>1251)
Trace
Majority
2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170
TAGTTAAGTGTATTATTTTCACTACTTGTTTTTACCTATTCCAAAATTATGTAAGAATTTTTATGTTATTAAAAA
                                                                           
TAGTTAAGTGTATTATTTTCACTACTTGTTTTTACCTATTCCAAAATTATGTAAGAATTTTTATGTTATTAAAAAProA KO Konstrukt(1>4786)
TAGTTAAGTGTATTATTTTCACTACTTGTTTTTACCTATTCCAAAATTATGTAAGAATTTTTATGTTATTAAAAA
KOproA_2-ProA_seq_F4.ab1(24>1251)
Trace
Majority
2180 2190 2200 2210 2220 2230 2240 2250
TAACAACAAGGTTAATTAGTAACCTGTTAGGTTTAAAAAGCAATTGCTTTATTATTTAATTAGGTTAAAATTGCA
                                                                           
TAACAACAAGGTTAATTAGTAACCTGTTAGGTTTAAAAAGCAATTGCTTTATTATTTAATTAGGTTAAAATTGCAProA KO Konstrukt(1>4786)
TAACAACAAGGTTAATTAGTAACCTGTTAGGTTTAAAAAGCAATTGCTTTATTATTTAATTAGGTTAAAATTGCA
KOproA_2-ProA_seq_F4.ab1(24>1251)
Trace
Majority
2260 2270 2280 2290 2300 2310 2320
TCATTTAGGTCAATTTTTTTTGTAAATTATTTAGAGAGCCCAAGTCCATCAGTCTGTGGCTTTTCAAAATGTCGG
                                                                           
TCATTTAGGTCAATTTTTTTTGTAAATTATTTAGAGAGCCCAAGTCCATCAGTCTGTGGCTTTTCAAAATGTCGGProA KO Konstrukt(1>4786)
TCATTTAGGTCAATTTTTTTTGTAAATTATTTAGAGAGCCCAAGTCCATCAGTCTGTGGCTTTTCAAAATGTCGG
KOproA_2-ProA_seq_F4.ab1(24>1251)
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Trace
Majority
2330 2340 2350 2360 2370 2380 2390 2400
ATAAACTCAAGTTTTGCATCTGAGCAAAATTAGTATTTTCAAAAATAATAAATTTGTGCTAGTTTGGAAAAGTTT
                                                                           
ATAAACTCAAGTTTTGCATCTGAGCAAAATTAGTATTTTCAAAAATAATAAATTTGTGCTAGTTTGGAAAAGTTTProA KO Konstrukt(1>4786)
ATAAACTCAAGTTTTGCATCTGAGCAAAATTAGTATTTTCAAAAATAATAAATTTGTGCTAGTTTGGAAAAGTTT
KOproA_2-ProA_seq_F4.ab1(24>1251)
Trace
Majority
2410 2420 2430 2440 2450 2460 2470
GGAAAAGAGTTCTTGCATTTTGAAAATGGTAGTTGGTTATATGCCTAGAAATATTAGGATACTATCCAAATAGTT
                                                                           
GGAAAAGAGTTCTTGCATTTTGAAAATGGTAGTTGGTTATATGCCTAGAAATATTAGGATACTATCCAAATAGTTProA KO Konstrukt(1>4786)
GGAAAAGAGTTCTTGCATTTTGAAAATGGTAGTTGGTTATATGCCTAGAAATATTAGGATACTATCCAAATAGTT
KOproA_2-ProA_seq_F4.ab1(24>1251)
Trace
Majority
2480 2490 2500 2510 2520 2530 2540 2550
GAATTAAAAAAGGAAAATACTTTTTTATTATCTTAAGTATTGTCCTGATTTGGATCATCCTTAATTTTGCAGTTG
                                                                           
GAATTAAAAAAGGAAAATACTTTTTTATTATCTTAAGTATTGTCCTGATTTGGATCATCCTTAATTTTGCAGTTGProA KO Konstrukt(1>4786)
GAATTAAAAAAGGAAAATACTTTTTTATTATCTTAAGTATTGTCCTGATTTGGATCATCCTTAATTTTGCAGTTG
KOproA_2-ProA_seq_F4.ab1(24>1251)
Trace
Majority
2560 2570 2580 2590 2600 2610 2620
AGCATTAGTTTACGCTAAAAAATTAACTGAAAAATTATAGGGGAATATAACAAACCTGGGCACTCCAGGAAGAGT
                                                                           
AGCATTAGTTTACGCTAAAAAATTAACTGAAAAATTATAGGGGAATATAACAAACCTGGGCACTCCAGGAAGAGTProA KO Konstrukt(1>4786)
AGCATTAGTTTACGCTAAAAAATTAACTGAAAAATTATAGGGGAATATAACAAACCTGGGCACTCCAGGAAGAGT
KOproA_2-ProA_seq_F4.ab1(24>1251)
Trace
Majority
2630 2640 2650 2660 2670 2680 2690 2700
TGCTGTATGAGAATTTAGTTTAAGGAGTTAGAATCAATGAGCCATATTCAACGGGAAACGTCTTGCTCGAGGCCG
                                                                           
TGCTGTATGAGAATTTAGTTTAAGGAGTTAGAATCAATGAGCCATATTCAACGGGAAACGTCTTGCTCGAGGCCGProA KO Konstrukt(1>4786)
TGCTGTATGAGAATTTAGTTTAAGGAGTTAGAATCAATGAGCCATATTCAACGGGAAACGTCTTGCTCGAGGCCG
KOproA_2-ProA_seq_F4.ab1(24>1251)
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Trace
Majority
2710 2720 2730 2740 2750 2760 2770
CGATTAAATTCCAACATGGATGCTGATTTATATGGGTATAAATGGGCTCGCGATAATGTCGGGCAATCAGGTGCG
 R                                               S                         
CGATTAAATTCCAACATGGATGCTGATTTATATGGGTATAAATGGGCTCGCGATAATGTCGGGCAATCAGGTGCGProA KO Konstrukt(1>4786)
CAATTAAATTCCAACATGGATGCTGATTTATATGGGTATAAATGGGCTCCCGATAATGTCGGGCAATCAGGTGCG
KOproA_2-ProA_seq_F4.ab1(24>1251)
Trace
Majority
2780 2790 2800 2810 2820 2830 2840 2850
ACAATCTATCGATTGTATGGGAAGCCCGATGCGCCAGAKTTGTTtCTGaAACATGGCAAAGGTAGCGTTGCCAAT
                                S                               S          
ACAATCTATCGATTGTATGGGAAGCCCGATGCGCCAGAGTTGTTTCTGAAACATGGCAAAGGTAGCGTTGCCAATProA KO Konstrukt(1>4786)
ACAATCTATCGATTGTATGGGAAGCCCGATGCCCCAGATTTGTT-CTG-AACATGGCAAAGGTACCGTTGCCAAT
KOproA_2-ProA_seq_F4.ab1(24>1251)
Trace
Majority
2860 2870 2880 2890 2900 2910 2920
GATCTTACAgATGAGATGGTCAGACTAAACTGGCTGACGGAATTTATGCCTCTTCCGACCATCAAGCATTTTATC
   S                                                                       
GATCTTACAGATGAGATGGTCAGACTAAACTGGCTGACGGAATTTATGCCTCTTCCGACCATCAAGCATTTTATCProA KO Konstrukt(1>4786)
GATGTTACA-A
KOproA_2-ProA_seq_F4.ab1(24>1251)
Trace
Majority
2930 2940 2950 2960 2970 2980 2990 3000
CGTACTCCTGATGATGCATGGTTACTCACCACTGCGATCCCCGGGAAAACAGCATTCCAGGTATTAGAAGAATAT
                                                                           
CGTACTCCTGATGATGCATGGTTACTCACCACTGCGATCCCCGGGAAAACAGCATTCCAGGTATTAGAAGAATATProA KO Konstrukt(1>4786)
Trace
Majority
3010 3020 3030 3040 3050 3060 3070
CCTGATTCAGGTGAAAATATTGTTGATGCGCTGGCAGTGTTCCTGCGCCGGTTGCATTCGATTCCTGTTTGTAAT
                                                                           
CCTGATTCAGGTGAAAATATTGTTGATGCGCTGGCAGTGTTCCTGCGCCGGTTGCATTCGATTCCTGTTTGTAATProA KO Konstrukt(1>4786)
Trace
Majority
3080 3090 3100 3110 3120 3130 3140 3150
TGTCCTTTTAACAGCGATCGCGTATTTCGTCTCGCTCAGGCGCAATCACGAATGAATAACGGTTTGGTTGATGCG
                                                                           
TGTCCTTTTAACAGCGATCGCGTATTTCGTCTCGCTCAGGCGCAATCACGAATGAATAACGGTTTGGTTGATGCGProA KO Konstrukt(1>4786)
Trace
Majority
3160 3170 3180 3190 3200 3210 3220
AGTGATTTTGATGACGAGCGTAATGGCTGGCCTGTTGAACAAGTCTGGAAAGAAATGCATAAGCTTTTGCCATTC
                                                                           
AGTGATTTTGATGACGAGCGTAATGGCTGGCCTGTTGAACAAGTCTGGAAAGAAATGCATAAGCTTTTGCCATTCProA KO Konstrukt(1>4786)
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Trace
Majority
3230 3240 3250 3260 3270 3280 3290 3300
TCACCGGATTCAGTCGTCACTCATGGTGATTTCTCACTTGATAACCTTATTTTTGACGAGGGGAAATTAATAGGT
                                                                           
TCACCGGATTCAGTCGTCACTCATGGTGATTTCTCACTTGATAACCTTATTTTTGACGAGGGGAAATTAATAGGTProA KO Konstrukt(1>4786)
Trace
Majority
3310 3320 3330 3340 3350 3360 3370
TGTATTGATGTTGGACGAGTCGGAATCGCAGACCGATACCAGGATCTTGCCATCCTATGGAACTGCCTCGGTGAG
                                                                           
TGTATTGATGTTGGACGAGTCGGAATCGCAGACCGATACCAGGATCTTGCCATCCTATGGAACTGCCTCGGTGAGProA KO Konstrukt(1>4786)
Trace
Majority
3380 3390 3400 3410 3420 3430 3440 3450
TTTTCTCCTTCATTACAGAAACGGCTTTTTCAAAAATATGGTATTGATAATCCTGATATGAATAAATTGCAGTTT
                                                                           
TTTTCTCCTTCATTACAGAAACGGCTTTTTCAAAAATATGGTATTGATAATCCTGATATGAATAAATTGCAGTTTProA KO Konstrukt(1>4786)
Trace
Majority
3460 3470 3480 3490 3500 3510 3520
CATTTGATGCTCGATGAGTTTTTCTAAATTCATTTTATTGATTGATAAAATTCAGCCAGAAGTCGACTGATGACT
                                                                           
CATTTGATGCTCGATGAGTTTTTCTAAATTCATTTTATTGATTGATAAAATTCAGCCAGAAGTCGACTGATGACTProA KO Konstrukt(1>4786)
Trace
Majority
3530 3540 3550 3560 3570 3580 3590 3600
TCTGGCTTTTCCATATGAATATGGTGTCCACCATCTAACTTCTCAATTTTAATATTTTTTACTGCTTGAATCCTT
                                                                           
TCTGGCTTTTCCATATGAATATGGTGTCCACCATCTAACTTCTCAATTTTAATATTTTTTACTGCTTGAATCCTTProA KO Konstrukt(1>4786)
Trace
Majority
3610 3620 3630 3640 3650 3660 3670
GCTTTCATCTTATCCGAATCAAATGAAAATCCTTTGCTGGCCCAAATAAGGTAAGTTTGAGCTTTTATTTCTGTA
                                                                           
GCTTTCATCTTATCCGAATCAAATGAAAATCCTTTGCTGGCCCAAATAAGGTAAGTTTGAGCTTTTATTTCTGTAProA KO Konstrukt(1>4786)
Trace
Majority
3680 3690 3700 3710 3720 3730 3740 3750
AGGCACGAAAGAACTTGTGCTTCAGTCATTTGTAATGGAGATGGGGCTAATAGCCTGCGATCGTGTCTCCAATAA
                                                                           
AGGCACGAAAGAACTTGTGCTTCAGTCATTTGTAATGGAGATGGGGCTAATAGCCTGCGATCGTGTCTCCAATAAProA KO Konstrukt(1>4786)
Trace
Majority
3760 3770 3780 3790 3800 3810 3820
TATAGACCATTTTCTTGTTGAATTCCGCGTTCGCAAAGTGACTTGGCAATATCCAGAGAAACATATCCTTTAACG
                                                                           
TATAGACCATTTTCTTGTTGAATTCCGCGTTCGCAAAGTGACTTGGCAATATCCAGAGAAACATATCCTTTAACGProA KO Konstrukt(1>4786)
Trace
Majority
3830 3840 3850 3860 3870 3880 3890 3900
GAGCGGGCAAGAGCAGCATGTTCAAACTTATTGTAGcCTTTTGCCTTTTTTGAtTTGTTTTTGTGATAGATAGTC
                                                                           
GAGCGGGCAAGAGCAGCATGTTCAAACTTATTGTAGCCTTTTGCCTTTTTTGA-TTGTTTTTGTGATAGATAGTCProA KO Konstrukt(1>4786)
TATTGTAG-CTTTTGCCTTTTTTGATTTGTTTTTGTGATAGATAGTC
KOproA_2-ProA_seq_F5.ab1(7>794)
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Trace
Majority
3910 3920 3930 3940 3950 3960 3970
CAGGTATTTTGACAGTTGCTGGCATGCTGTTTCTGCCGGGTGAGAAAAAGGGCCTAAACCTTCAATTAAGCTTAA
                           W                                               
CAGGTATTTTGACAGTTGCTGGCATGCTGTTTCTGCCGGGTGAGAAAAAGGGCCTAAACCTTCAATTAAGCTTAAProA KO Konstrukt(1>4786)
CAGGTATTTTGACAGTTGCTGGCATGCAGTTTCTGCCGGGTGAGAAAAAGGGCCTAAACCTTCAATTAAGCTTAA
KOproA_2-ProA_seq_F5.ab1(7>794)
Trace
Majority
3980 3990 4000 4010 4020 4030 4040 4050
TGAAAGAAAACGATCCGGTGCAACCCCTGCTACAAGACTTCCCAAGCAGGCTCCCATAGAGTGCCCTAGCAAGTG
                                                                           
TGAAAGAAAACGATCCGGTGCAACCCCTGCTACAAGACTTCCCAAGCAGGCTCCCATAGAGTGCCCTAGCAAGTGProA KO Konstrukt(1>4786)
TGAAAGAAAACGATCCGGTGCAACCCCTGCTACAAGACTTCCCAAGCAGGCTCCCATAGAGTGCCCTAGCAAGTG
KOproA_2-ProA_seq_F5.ab1(7>794)
Trace
Majority
4060 4070 4080 4090 4100 4110 4120
AAGCTTATTTAGTCCCAAGGCATTAATAATTTCAACAACAGTAAATATTCCATCAGTAAAATGATATATGCATCC
                                                                           
AAGCTTATTTAGTCCCAAGGCATTAATAATTTCAACAACAGTAAATATTCCATCAGTAAAATGATATATGCATCCProA KO Konstrukt(1>4786)
AAGCTTATTTAGTCCCAAGGCATTAATAATTTCAACAACAGTAAATATTCCATCAGTAAAATGATATATGCATCC
KOproA_2-ProA_seq_F5.ab1(7>794)
Trace
Majority
4130 4140 4150 4160 4170 4180 4190 4200
TGGAGGTAAGTGTGAAGAATGACCATGTCCAGGCAGATCTACAGCTATAAAATAGTAATCATTCTGTAAATGTTC
                                                                           
TGGAGGTAAGTGTGAAGAATGACCATGTCCAGGCAGATCTACAGCTATAAAATAGTAATCATTCTGTAAATGTTCProA KO Konstrukt(1>4786)
TGGAGGTAAGTGTGAAGAATGACCATGTCCAGGCAGATCTACAGCTATAAAATAGTAATCATTCTGTAAATGTTC
KOproA_2-ProA_seq_F5.ab1(7>794)
Trace
Majority
4210 4220 4230 4240 4250 4260 4270
AGCAATATCATCAAAACTATTAGCATTATCTAACCAACCGTGCAAGGCAAGAATAGGCGGATTATCAGGATTTCC
                                                                           
AGCAATATCATCAAAACTATTAGCATTATCTAACCAACCGTGCAAGGCAAGAATAGGCGGATTATCAGGATTTCCProA KO Konstrukt(1>4786)
AGCAATATCATCAAAACTATTAGCATTATCTAACCAACCGTGCAAGGCAAGAATAGGCGGATTATCAGGATTTCC
KOproA_2-ProA_seq_F5.ab1(7>794)
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Trace
Majority
4280 4290 4300 4310 4320 4330 4340 4350
CCATACTTTGCATGCTATAGATAGTCCCGGGATACTTAAAATCTTTGTTTTCATCAATTTTCTTTGGTTTGTAGG
                                                                           
CCATACTTTGCATGCTATAGATAGTCCCGGGATACTTAAAATCTTTGTTTTCATCAATTTTCTTTGGTTTGTAGGProA KO Konstrukt(1>4786)
CCATACTTTGCATGCTATAGATAGTCCCGGGATACTTAAAATCTTTGTTTTCATCAATTTTCTTTGGTTTGTAGG
KOproA_2-ProA_seq_F5.ab1(7>794)
Trace
Majority
4360 4370 4380 4390 4400 4410 4420
TAATAGTTATAGCTTATTACTTTATACGCAGGGATGTAAATTCAGTTTTTAAAATAGTCAGGACTTGCGAAAAAA
                                                                           
TAATAGTTATAGCTTATTACTTTATACGCAGGGATGTAAATTCAGTTTTTAAAATAGTCAGGACTTGCGAAAAAAProA KO Konstrukt(1>4786)
TAATAGTTATAGCTTATTACTTTATACGCAGGGATGTAAATTCAGTTTTTAAAATAGTCAGGACTTGCGAAAAAA
KOproA_2-ProA_seq_F5.ab1(7>794)
Trace
Majority
4430 4440 4450 4460 4470 4480 4490 4500
ATAATCTTTTCGCTAAAAAAATGCTTTTAATCCAGTCATTTAGTTTATTTAATCTCCCTCATTAAAATCAATTTT
                                                                           
ATAATCTTTTCGCTAAAAAAATGCTTTTAATCCAGTCATTTAGTTTATTTAATCTCCCTCATTAAAATCAATTTTProA KO Konstrukt(1>4786)
ATAATCTTTTCGCTAAAAAAATGCTTTTAATCCAGTCATTTAGTTTATTTAATCTCCCTCATTAAAATCAATTTT
KOproA_2-ProA_seq_F5.ab1(7>794)
Trace
Majority
4510 4520 4530 4540 4550 4560 4570
TGCsCTTGGTCTTGGTTTTTTTCGCAAGTCTTGATAGTAATTGAAATAGACAAAAAGCAATAAAGTAAGTCGATT
                                                                           
TGCsCTTGGTCTTGGTTTTTTTCGCAAGTCTTGATAGTAATTGAAATAGACAAAAAGCAATAAAGTAAGTCGATTProA KO Konstrukt(1>4786)
TGC-CTTGGTCTTGGTTTTTTTCGCAAGTCTTGATAGTAATTGAAATAGACAAAAAGCAATAAAGTAAGTCGATT
KOproA_2-ProA_seq_F5.ab1(7>794)
Trace
Majority
4580 4590 4600 4610 4620 4630 4640 4650
ATTGGGGTGACTTGTAACAAACTATAAAAGATCACAAAATAAATGGCTTTACTGGTTTTTGGGGAAGRGCCAATA
                                                                           
ATTGGGGTGACTTGTAACAAACTATAAAAGATCACAAAATAAATGGCTTTACTGGTTTTTGGGGAAGGGCCAATAProA KO Konstrukt(1>4786)
ATTGGGGTGACTTGTAACAAACTATAAAAGATCACAAAATAAATGGCTTTACTGGTTTTTGGGGAAGA
KOproA_2-ProA_seq_F5.ab1(7>794)
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Trace
Majority
4660 4670 4680 4690 4700 4710 4720
TTATGATAAATAAAAATAATTCAGAGTCCGAGCTTATCATGTTTAATGACAAATTCTTTTCAAAATGTGGGTTAT
                                                                           
TTATGATAAATAAAAATAATTCAGAGTCCGAGCTTATCATGTTTAATGACAAATTCTTTTCAAAATGTGGGTTATProA KO Konstrukt(1>4786)
Trace
Majority
4730 4740 4750 4760 4770 4780 4790
AATTATAGAGCAATACATTAATCCTATTACCATTATACTGATTATAGAAACCTAAATGAGAGATAGAGTAT
                                                                       
AATTATAGAGCAATACATTAATCCTATTACCATTATACTGATTATAGAAACCTAAATGAGAGATAGAGTATProA KO Konstrukt(1>4786)
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10 20 30 40 50 60 70 80
TTGATTTCAGTTAACGAAGCATGTCCATAAATGGACGGTTCTCGGGAGCCTAAAAGGTTTAGATTAGGACCATGTAATACT
TTGATTTCAGTTAACGAAGCATGTCCATAAATGGACGGTTCTCGGGAGCCTAAAAGGTTTAGATTAGGACCATGTAATACTProA KO Konstrukt(1>4786)
T
proA-KO2-proAF1.ab1(17>285)
90 100 110 120 130 140 150 160
AGARWTTTTTTCaTTACACATCGGTATAgTCTGAGATTTGCAGATTTTGCCTGAACTTTATGAACATGTCTATATATCTGC
AGAATTTTTTTCATTACACATCGGTATAGTCTGAGATTTGCAGATTTTGCCTGAACTTTATGAACATGTCTATATATCTGCProA KO Konstrukt(1>4786)
AGAGATTTTTTC-TTACACATCGGTATA-TCTGAGATTTGCAGATTTTGCCTGAACTTTATGAACATGTCTATATATCTGC
proA-KO2-proAF1.ab1(17>285)
170 180 190 200 210 220 230 240
GAGGATATCGGCAAGATCTCCGCAAGTTTAGCAAGAAATTTTATATTTAGTAAAAAGCAATGGATTGTACTTAAAGAGTGT
GAGGATATCGGCAAGATCTCCGCAAGTTTAGCAAGAAATTTTATATTTAGTAAAAAGCAATGGATTGTACTTAAAGAGTGTProA KO Konstrukt(1>4786)
GAGGATATCGGCAAGATCTCCGCAAGTTTAGCAAGAAATTTTATATTTAGTAAAAAGCAATGGATTGTACTTAAAGAGTGT
proA-KO2-proAF1.ab1(17>285)
250 260 270 280 290 300 310 320
ACCGATTTTAGGATTATGATATTTTTATTTATTTCTTGAGCCAGGAAGAGCTTATGTCTAAAACGTTTATAACAGATGTCA
ACCGATTTTAGGATTATGATATTTTTATTTATTTCTTGAGCCAGGAAGAGCTTATGTCTAAAACGTTTATAACAGATGTCAProA KO Konstrukt(1>4786)
ACCGATTTTAGGATTATGATATTTTTATTTATTTCTTGAGCCAGGAACAGCTTATGTCTAAAACGTTTATAACAGATGTCA
proA-KO2-proAF1.ab1(17>285)
330 340 350 360 370 380 390 400
CCTTGCGTGATGCCCATCAATGCTTAATCGCTACAAGAATGCGTACTGAAGATATGTTGCCAATCTGTAATAAAATGGATG
CCTTGCGTGATGCCCATCAATGCTTAATCGCTACAAGAATGCGTACTGAAGATATGTTGCCAATCTGTAATAAAATGGATGProA KO Konstrukt(1>4786)
CCTTGCGTGATGCCCATCAATGCTTAA
proA-KO2-proAF1.ab1(17>285)
410 420 430 440 450 460 470 480
ATGTAGGATTTTGGGCTATGGAAGTCTGGGGAGGCGCTACTTTTGATGCCTGTTTGCGATTTTTAAAGGAAGATCCCTGGT
ATGTAGGATTTTGGGCTATGGAAGTCTGGGGAGGCGCTACTTTTGATGCCTGTTTGCGATTTTTAAAGGAAGATCCCTGGTProA KO Konstrukt(1>4786)
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490 500 510 520 530 540 550 560
CAAGATTGCGTCAACTTCGCCAGGCGTTACCGAATACTCAACTCTCCATGCTGTTAAGAGGTCAAAACTTGTTAGGCTATA
CAAGATTGCGTCAACTTCGCCAGGCGTTACCGAATACTCAACTCTCCATGCTGTTAAGAGGTCAAAACTTGTTAGGCTATAProA KO Konstrukt(1>4786)
570 580 590 600 610 620 630 640
GGAATTATGCAGATGATGTAGTCCGAGCGTTTGTTAAATTGGCCGTAAATAATGGAGTGGATGTATTTCGTGTGTTTGATG
GGAATTATGCAGATGATGTAGTCCGAGCGTTTGTTAAATTGGCCGTAAATAATGGAGTGGATGTATTTCGTGTGTTTGATGProA KO Konstrukt(1>4786)
650 660 670 680 690 700 710 720
CTTTAAATGACGCGCGAAACCTTAAAGTAGCCATAGACGCGATTAAATCACATAAAAAACATGCCCAGGGAGCAATTTGTT
CTTTAAATGACGCGCGAAACCTTAAAGTAGCCATAGACGCGATTAAATCACATAAAAAACATGCCCAGGGAGCAATTTGTTProA KO Konstrukt(1>4786)
730 740 750 760 770 780 790 800 810
ACACAACCAGCCCGGTTCATACTTTGGACAATTTTTTGGAGCTAGGGAAAAAATTGGCTGAAATGGGATGTGATAGTATCG
ACACAACCAGCCCGGTTCATACTTTGGACAATTTTTTGGAGCTAGGGAAAAAATTGGCTGAAATGGGATGTGATAGTATCGProA KO Konstrukt(1>4786)
820 830 840 850 860 870 880 890
CCATAAAAGATATGGCAGGTTTGCTAACCCCAACGGTGACTGTCGAATTGTATGCCGGTTTAAAACAAGCGACTGGCTTAC
CCATAAAAGATATGGCAGGTTTGCTAACCCCAACGGTGACTGTCGAATTGTATGCCGGTTTAAAACAAGCGACTGGCTTACProA KO Konstrukt(1>4786)
900 910 920 930 940 950 960 970
CTGTACATTTGCATAGTCATTCTACTTCCGGTTTGGCAAGTATATGCCATTATGAGGCCGTTTTAGCGGGTTGTAATCACA
CTGTACATTTGCATAGTCATTCTACTTCCGGTTTGGCAAGTATATGCCATTATGAGGCCGTTTTAGCGGGTTGTAATCACAProA KO Konstrukt(1>4786)
980 990 1000 1010 1020 1030 1040 1050
TTGATACAGCGATTTCATCTTTTTCTGGCGGTGCGTCTCATCCACCTACGGAAGCATTGGTTGCCGCATTGACTGACACTC
TTGATACAGCGATTTCATCTTTTTCTGGCGGTGCGTCTCATCCACCTACGGAAGCATTGGTTGCCGCATTGACTGACACTCProA KO Konstrukt(1>4786)
1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130
CGTATGACACGGAATTGGAtTTAAATATTTTATTGGaAATAGACGATTATTTTAAAGCTGTCCGCAAGAAGTATTCTCAAT
CGTATGACACGGAATTGGATTTAAATATTTTATTGGAAATAGACGATTATTTTAAAGCTGTCCGCAAGAAGTATTCTCAATProA KO Konstrukt(1>4786)
A-TTAAATATTTTATTGG-AATAGACGATTATTTTAAAGCTGTCCGCAAGAAGTATTCTCAAT
proA-KO2-proAF2.ab1(21>725)
1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200 1210
TTGAAAGTGAGGCACAGAATATTGACCCTCGTGTTCAATTGTATCAAGTGCCAGGTGGCATGATCTCAAACCTGTATAATC
TTGAAAGTGAGGCACAGAATATTGACCCTCGTGTTCAATTGTATCAAGTGCCAGGTGGCATGATCTCAAACCTGTATAATCProA KO Konstrukt(1>4786)
TTGAAAGTGAGGCACAGAATATTGACCCTCGTGTTCAATTGTATCAAGTGCCAGGTGGCATGATCTCAAACCTGTATAATC
proA-KO2-proAF2.ab1(21>725)
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1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290
AGTTAAAGGAGCAGAATGCATTAGACAAGATGGATGCTGTTCACAAGGAAATCCCCCGCGTTCGTAAGGACTTGGGTTATC
AGTTAAAGGAGCAGAATGCATTAGACAAGATGGATGCTGTTCACAAGGAAATCCCCCGCGTTCGTAAGGACTTGGGTTATCProA KO Konstrukt(1>4786)
AGTTAAAGGAGCAGAATGCATTAGACAAGATGGATGCTGTTCACAAGGAAATCCCCCGCGTTCGTAAGGACTTGGGTTATC
proA-KO2-proAF2.ab1(21>725)
1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370
CGCCTTTGGTTACGCCAACATCTCAAGTCGTTGGAACTCAGGCAGTTATTAATGTTCTAACGGGAGAACGGTATAAAACAA
CGCCTTTGGTTACGCCAACATCTCAAGTCGTTGGAACTCAGGCAGTTATTAATGTTCTAACGGGAGAACGGTATAAAACAAProA KO Konstrukt(1>4786)
CGCCTTTGGTTACGCCAACATCTCAAGTCGTTGGAACTCAGGCAGTTATTAATGTTCTAACGGGAGAACGGTATAAAACAA
proA-KO2-proAF2.ab1(21>725)
1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440 1450
TAACCAATGAAGTGAAACTCTACTGTCAGGGAAAATATGGCACTCCTCCTGGCAAAATTAGTTCTGCTTTACGGAAAAAAG
TAACCAATGAAGTGAAACTCTACTGTCAGGGAAAATATGGCACTCCTCCTGGCAAAATTAGTTCTGCTTTACGGAAAAAAGProA KO Konstrukt(1>4786)
TAACCAATGAAGTGAAACTCTACTGTCAGGGAAAATATGGCACTCCTCCTGGCAAAATTAGTTCTGCTTTACGGAAAAAAG
proA-KO2-proAF2.ab1(21>725)
1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530
CGATTGGACGAACGGAAGTGATTGAAGTCAGGCCTGGCGATTTGTTACCTAATGAATTAGATCAATTGCAAAATGAAATAA
CGATTGGACGAACGGAAGTGATTGAAGTCAGGCCTGGCGATTTGTTACCTAATGAATTAGATCAATTGCAAAATGAAATAAProA KO Konstrukt(1>4786)
CGATTGGACGAACGGAAGTGATTGAAGTCAGGCCTGGCGATTTGTTACCTAATGAATTAGATCAATTGCAAAATGAAATAA
proA-KO2-proAF2.ab1(21>725)
1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600 1610 1620
GTGATTTGGCACTAAGTGATGAGGATGTTCTTCTTTATGCAATGTTTCCCGAAATTGGGCGCCAATTCTTAGAGCAGCGTA
GTGATTTGGCACTAAGTGATGAGGATGTTCTTCTTTATGCAATGTTTCCCGAAATTGGGCGCCAATTCTTAGAGCAGCGTAProA KO Konstrukt(1>4786)
GTGATTTGGCACTAAGTGATGAGGATGTTCTTCTTTATGCAATGTTTCCCGAAATTGGGCGCCAATTCTTAGAGCAGCGTA
proA-KO2-proAF2.ab1(21>725)
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1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700
AAAATAATCAATTAATTCCTGAGCCATTATTGACTCAATCAAGTGCACCAGATAATTCCGTCATGTCTGAGTTTGATATTA
AAAATAATCAATTAATTCCTGAGCCATTATTGACTCAATCAAGTGCACCAGATAATTCCGTCATGTCTGAGTTTGATATTAProA KO Konstrukt(1>4786)
AAAATAATCAATTAATTCCTGAGCCATTATTGACTCAATCAAGTGCACCAGATAATTCCGTCATGTCTGAGTTTGATATTA
proA-KO2-proAF2.ab1(21>725)
1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780
TTCTTCATGGTGAGAATTATCATGTAAAAGTAGCTGGTTATGGAATGATTGAGCATGGTCAACAATCCTGTTTTTTGTGGG
TTCTTCATGGTGAGAATTATCATGTAAAAGTAGCTGGTTATGGAATGATTGAGCATGGTCAACAATCCTGTTTTTTGTGGGProA KO Konstrukt(1>4786)
TTCTTCATGGTGAGAATTATCATGTAAAAGTAGCTGGTTATGGAATGATTGAGCATGGTCAACAATCCTGTTTTTTG
proA-KO2-proAF2.ab1(21>725)
1790 1800 1810 1820 1830 1840 1850 1860
TTGATGGTGTTCCTGAAGAAGTTGTTGTGCAACATTCTGAACTTCATGACAAAATAGAGCGTTCATCTGTTAATAACAAGA
TTGATGGTGTTCCTGAAGAAGTTGTTGTGCAACATTCTGAACTTCATGACAAAATAGAGCGTTCATCTGTTAATAACAAGAProA KO Konstrukt(1>4786)
1870 1880 1890 1900 1910 1920 1930 1940
TAGGACCTGGAGATATTACTGTAGCTATCCCCGGTTCTATTATTGCAATTCATGTTTCTGCTGGTGATGAAGTCAAGGCCG
TAGGACCTGGAGATATTACTGTAGCTATCCCCGGTTCTATTATTGCAATTCATGTTTCTGCTGGTGATGAAGTCAAGGCCGProA KO Konstrukt(1>4786)
GTTTCTGCTGGTGATGAAGTCAAGGCCG
proA-KO2-KminvF.ab1(21>820)
1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020
GGCAGGCTGTATTGGTTATTGAAGCAATGAAAATGGAGACAGAAATAAAAGCACCTGCAAATGGGGTGGTTGCAGAAATAT
GGCAGGCTGTATTGGTTATTGAAGCAATGAAAATGGAGACAGAAATAAAAGCACCTGCAAATGGGGTGGTTGCAGAAATATProA KO Konstrukt(1>4786)
GGCAGGCTGTATTGGTTATTGAAGCAATGAAAATGGAGACAGAAATAAAAGCACCTGCAAATGGGGTGGTTGCAGAAATAT
proA-KO2-KminvF.ab1(21>820)
2030 2040 2050 2060 2070 2080 2090 2100
TATGTCAAAAGGGAGACAAAGTGACTCCAGGGCAAGTATTAATCAGAGTGGAGGTGAGTTAACGGGTAGTTAAGTGTATTA
TATGTCAAAAGGGAGACAAAGTGACTCCAGGGCAAGTATTAATCAGAGTGGAGGTGAGTTAACGGGTAGTTAAGTGTATTAProA KO Konstrukt(1>4786)
TATGTCAAAAGGGAGACAAAGTGACTCCAGGGCAAGTATTAATCAGAGTGGAGGTGAGTTAACGGGTAGTTAAGTGTATTA
proA-KO2-KminvF.ab1(21>820)
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2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180
TTTTCACTACTTGTTTTTACCTATTCCAAAATTATGTAAGAATTTTTATGTTATTAAAAATAACAACAAGGTTAATTAGTA
TTTTCACTACTTGTTTTTACCTATTCCAAAATTATGTAAGAATTTTTATGTTATTAAAAATAACAACAAGGTTAATTAGTAProA KO Konstrukt(1>4786)
TTTTCACTACTTGTTTTTACCTATTCCAAAATTATGTAAGAATTTTTATGTTATTAAAAATAACAACAAGGTTAATTAGTA
proA-KO2-KminvF.ab1(21>820)
2190 2200 2210 2220 2230 2240 2250 2260
ACCTGTTAGGTTTAAAAAGCAATTGCTTTATTATTTAATTAGGTTAAAATTGCATCATTTAGGTCAATTTTTTTTGTAAAT
ACCTGTTAGGTTTAAAAAGCAATTGCTTTATTATTTAATTAGGTTAAAATTGCATCATTTAGGTCAATTTTTTTTGTAAATProA KO Konstrukt(1>4786)
ACCTGTTAGGTTTAAAAAGCAATTGCTTTATTATTTAATTAGGTTAAAATTGCATCATTTAGGTCAATTTTTTTTGTAAAT
proA-KO2-KminvF.ab1(21>820)
2270 2280 2290 2300 2310 2320 2330 2340
TATTTAGAGAGCCCAAGTCCATCAGTCTGTGGCTTTTCAAAATGTCGGATAAACTCAAGTTTTGCATCTGAGCAAAATTAG
TATTTAGAGAGCCCAAGTCCATCAGTCTGTGGCTTTTCAAAATGTCGGATAAACTCAAGTTTTGCATCTGAGCAAAATTAGProA KO Konstrukt(1>4786)
TATTTAGAGAGCCCAAGTCCATCAGTCTGTGGCTTTTCAAAATGTCGGATAAACTCAAGTTTTGCATCTGAGCAAAATTAG
proA-KO2-KminvF.ab1(21>820)
2350 2360 2370 2380 2390 2400 2410 2420 2430
TATTTTCAAAAATAATAAATTTGTGCTAGTTTGGAAAAGTTTGGAAAAGAGTTCTTGCATTTTGAAAATGGTAGTTGGTTA
TATTTTCAAAAATAATAAATTTGTGCTAGTTTGGAAAAGTTTGGAAAAGAGTTCTTGCATTTTGAAAATGGTAGTTGGTTAProA KO Konstrukt(1>4786)
TATTTTCAAAAATAATAAATTTGTGCTAGTTTGGAAAAGTTTGGAAAAGAGTTCTTGCATTTTGAAAATGGTAGTTGGTTA
proA-KO2-KminvF.ab1(21>820)
2440 2450 2460 2470 2480 2490 2500 2510
TATGCCTAGAAATATTAGGATACTATCCAAATAGTTGAATTAAAAAAGGAAAATACTTTTTTATTATCTTAAGTATTGTCC
TATGCCTAGAAATATTAGGATACTATCCAAATAGTTGAATTAAAAAAGGAAAATACTTTTTTATTATCTTAAGTATTGTCCProA KO Konstrukt(1>4786)
TATGCCTAGAAATATTAGGATACTATCCAAATAGTTGAATTAAAAAAGGAAAATACTTTTTTATTATCTTAAGTATTGTCC
proA-KO2-KminvF.ab1(21>820)
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2520 2530 2540 2550 2560 2570 2580 2590
TGATTTGGATCATCCTTAATTTTGCAGTTGAGCATTAGTTTACGCTAAAAAATTAACTGAAAAATTATAGGGGAATATAAC
TGATTTGGATCATCCTTAATTTTGCAGTTGAGCATTAGTTTACGCTAAAAAATTAACTGAAAAATTATAGGGGAATATAACProA KO Konstrukt(1>4786)
TGATTTGGATCATCCTTAATTTTGCAGTTGAGCATTAGTTTACGCTAAAAAATTAACTGAAAAATTATAGGGGAATATAAC
proA-KO2-KminvF.ab1(21>820)
2600 2610 2620 2630 2640 2650 2660 2670
AAACCTGGGCACTCCAGGAAGAGTTGCTGTATGAGAATTTAGTTTAAGGAGTTAGAATCAATGAGCCATATTCAACGGGAA
AAACCTGGGCACTCCAGGAAGAGTTGCTGTATGAGAATTTAGTTTAAGGAGTTAGAATCAATGAGCCATATTCAACGGGAAProA KO Konstrukt(1>4786)
AAACCTGGGCACTCCAGGAAGAGTTGCTGTATGAGAATTTAGTTTAAGGAGTTAGAATCAATGAGCCATATTCAACGGGAA
proA-KO2-KminvF.ab1(21>820)
2680 2690 2700 2710 2720 2730 2740 2750
ACGTCTTGCTCGAGGCCGCGATTAAATTCCAACATGGATGCTGATTTATATGGGTATAAATGGGCTCGCGATAATGTCGGG
ACGTCTTGCTCGAGGCCGCGATTAAATTCCAACATGGATGCTGATTTATATGGGTATAAATGGGCTCGCGATAATGTCGGGProA KO Konstrukt(1>4786)
ACGTCTTGCTCGAGGCCGCGATTAAAATCCAACATGGATGCTT
proA-KO2-KminvF.ab1(21>820)
2760 2770 2780 2790 2800 2810 2820 2830
CAATCAGGTGCGACAATCTATCGATTGTATGGGAAGCCCGATGCGCCAGAGTTGTTTCTGAAACATGGCAAAGGTAGCGTT
CAATCAGGTGCGACAATCTATCGATTGTATGGGAAGCCCGATGCGCCAGAGTTGTTTCTGAAACATGGCAAAGGTAGCGTTProA KO Konstrukt(1>4786)
2840 2850 2860 2870 2880 2890 2900 2910
GCCAATGATCTTACAGATGAGATGGTCAGACTAAACTGGCTGACGGAATTTATGCCTCTTCCGACCATCAAGCATTTTATC
GCCAATGATCTTACAGATGAGATGGTCAGACTAAACTGGCTGACGGAATTTATGCCTCTTCCGACCATCAAGCATTTTATCProA KO Konstrukt(1>4786)
2920 2930 2940 2950 2960 2970 2980 2990
CGTACTCCTGATGATGCATGGTTACTCACCACTGCGATCCCCGGGAAAACAGCATTCCAGGTATTAGAAGAATATCCTGAT
CGTACTCCTGATGATGCATGGTTACTCACCACTGCGATCCCCGGGAAAACAGCATTCCAGGTATTAGAAGAATATCCTGATProA KO Konstrukt(1>4786)
3000 3010 3020 3030 3040 3050 3060 3070
TCAGGTGAAAATATTGTTGATGCGCTGGCAGTGTTCCTGCGCCGGTTGCATTCGATTCCTGTTTGTAATTGTCCTTTTAAC
TCAGGTGAAAATATTGTTGATGCGCTGGCAGTGTTCCTGCGCCGGTTGCATTCGATTCCTGTTTGTAATTGTCCTTTTAACProA KO Konstrukt(1>4786)
3080 3090 3100 3110 3120 3130 3140 3150
AGCGATCGCGTATTTCGTCTCGCTCAGGCGCAATCACGAATGAATAACGGTTTGGTTGATGCGAGTGATTTTGATGACGAG
AGCGATCGCGTATTTCGTCTCGCTCAGGCGCAATCACGAATGAATAACGGTTTGGTTGATGCGAGTGATTTTGATGACGAGProA KO Konstrukt(1>4786)
3160 3170 3180 3190 3200 3210 3220 3230 3240
CGTAATGGCTGGCCTGTTGAACAAGTCTGGAAAGAAATGCATAAGCTTTTGCCATTCTCACCGGATTCAGTCGTCACTCAT
CGTAATGGCTGGCCTGTTGAACAAGTCTGGAAAGAAATGCATAAGCTTTTGCCATTCTCACCGGATTCAGTCGTCACTCATProA KO Konstrukt(1>4786)
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3250 3260 3270 3280 3290 3300 3310 3320
GGTGATTTCTCACTTGATAACCTTATTTTTGACGAGGGGAAATTAATAGGTTGTATTGATGTTGGACGAGTCGGAATCGCA
GGTGATTTCTCACTTGATAACCTTATTTTTGACGAGGGGAAATTAATAGGTTGTATTGATGTTGGACGAGTCGGAATCGCAProA KO Konstrukt(1>4786)
3330 3340 3350 3360 3370 3380 3390 3400
GACCGATACCAGGATCTTGCCATCCTATGGAACTGCCTCGGTGAGTTTTCTCCTTCATTACAGAAACGGCTTTTTCAAAAA
GACCGATACCAGGATCTTGCCATCCTATGGAACTGCCTCGGTGAGTTTTCTCCTTCATTACAGAAACGGCTTTTTCAAAAAProA KO Konstrukt(1>4786)
3410 3420 3430 3440 3450 3460 3470 3480
TATGGTATTGATAATCCTGATATGAATAAATTGCAGTTTCATTTGATGCTCGATGAGTTTTTCTAAATTCATTTTATTGAT
TATGGTATTGATAATCCTGATATGAATAAATTGCAGTTTCATTTGATGCTCGATGAGTTTTTCTAAATTCATTTTATTGATProA KO Konstrukt(1>4786)
3490 3500 3510 3520 3530 3540 3550 3560
TGATAAAATTCAGCCAGAAGTCGACTGATGACTTCTGGCTTTTCCATATGAATATGGTGTCCACCATCTAACTTCTCAATT
TGATAAAATTCAGCCAGAAGTCGACTGATGACTTCTGGCTTTTCCATATGAATATGGTGTCCACCATCTAACTTCTCAATTProA KO Konstrukt(1>4786)
AAATTCAGCCAGAAGTCGACTGATGACTTCTGGCTTTTCCATATGAATATGGTGTCCACCATCTAACTTCTCAATT
proA-KO2-KminvR.ab1(27>721)
3570 3580 3590 3600 3610 3620 3630 3640
TTAATATTTTTTACTGCTTGAATCCTTGCTTTCATCTTATCCGAATCAAATGAAAATCCTTTGCTGGCCCAAATAAGGTAA
TTAATATTTTTTACTGCTTGAATCCTTGCTTTCATCTTATCCGAATCAAATGAAAATCCTTTGCTGGCCCAAATAAGGTAAProA KO Konstrukt(1>4786)
TTAATATTTTTTACTGCTTGAATCCTTGCTTTCATCTTATCCGAATCAAATGAAAATCCTTTGCTGGCCCAAATAAGGTAA
proA-KO2-KminvR.ab1(27>721)
3650 3660 3670 3680 3690 3700 3710 3720
GTTTGAGCTTTTATTTCTGTAAGGCACGAAAGAACTTGTGCTTCAGTCATTTGTAATGGAGATGGGGCTAATAGCCTGCGA
GTTTGAGCTTTTATTTCTGTAAGGCACGAAAGAACTTGTGCTTCAGTCATTTGTAATGGAGATGGGGCTAATAGCCTGCGAProA KO Konstrukt(1>4786)
GTTTGAGCTTTTATTTCTGTAAGGCACGAAAGAACTTGTGCTTCAGTCATTTGTAATGGAGATGGGGCTAATAGCCTGCGA
proA-KO2-KminvR.ab1(27>721)
3730 3740 3750 3760 3770 3780 3790 3800
TCGTGTCTCCAATAATATAGACCATTTTCTTGTTGAATTCCGCGTTCGCAAAGTGACTTGGCAATATCCAGAGAAACATAT
TCGTGTCTCCAATAATATAGACCATTTTCTTGTTGAATTCCGCGTTCGCAAAGTGACTTGGCAATATCCAGAGAAACATATProA KO Konstrukt(1>4786)
TCGTGTCTCCAATAATATAGACCATTTTCTTGTTGAATTCCGCGTTCGCAAAGTGACTTGGCAATATCCAGAGAAACATAT
proA-KO2-KminvR.ab1(27>721)
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3810 3820 3830 3840 3850 3860 3870 3880
CCTTTAACGGAGCGGGCAAGAGCAGCATGTTCAAACTTATTGTAGCCTTTTGCCTTTTTTGATTGTTTTTGTGATAGATAG
CCTTTAACGGAGCGGGCAAGAGCAGCATGTTCAAACTTATTGTAGCCTTTTGCCTTTTTTGATTGTTTTTGTGATAGATAGProA KO Konstrukt(1>4786)
CCTTTAACGGAGCGGGCAAGAGCAGCATGTTCAAACTTATTGTAGCCTTTTGCCTTTTTTGATTGTTTTTGTGATAGATAG
proA-KO2-KminvR.ab1(27>721)
3890 3900 3910 3920 3930 3940 3950 3960
TCCAGGTATTTTGACAGTTGCTGGCATGCTGTTTCTGCCGGGTGAGAAAAAGGGCCTAAACCTTCAATTAAGCTTAATGAA
TCCAGGTATTTTGACAGTTGCTGGCATGCTGTTTCTGCCGGGTGAGAAAAAGGGCCTAAACCTTCAATTAAGCTTAATGAAProA KO Konstrukt(1>4786)
TCCAGGTATTTTGACAGTTGCTGGCATGCTGTTTCTGCCGGGTGAGAAAAAGGGCCTAAACCTTCAATTAAGCTTAATGAA
proA-KO2-KminvR.ab1(27>721)
3970 3980 3990 4000 4010 4020 4030 4040 4050
AGAAAACGATCCGGTGCAACCCCTGCTACAAGACTTCCCAAGCAGGCTCCCATAGAGTGCCCTAGCAAGTGAAGCTTATTT
AGAAAACGATCCGGTGCAACCCCTGCTACAAGACTTCCCAAGCAGGCTCCCATAGAGTGCCCTAGCAAGTGAAGCTTATTTProA KO Konstrukt(1>4786)
AGAAAACGATCCGGTGCAACCCCTGCTACAAGACTTCCCAAGCAGGCTCCCATAGAGTGCCCTAGCAAGTGAAGCTTATTT
proA-KO2-KminvR.ab1(27>721)
4060 4070 4080 4090 4100 4110 4120 4130
AGTCCCAAGGCATTAATAATTTCAACAACAGTAAATATTCCATCAGTAAAATGATATATGCATCCTGGAGGTAAGTGTGAA
AGTCCCAAGGCATTAATAATTTCAACAACAGTAAATATTCCATCAGTAAAATGATATATGCATCCTGGAGGTAAGTGTGAAProA KO Konstrukt(1>4786)
AGTCCCAAGGCATTAATAATTTCAACAACAGTAAATATTCCATCAGTAAAATGATATATGCATCCTGGAGGTAAGTGTGAA
proA-KO2-KminvR.ab1(27>721)
4140 4150 4160 4170 4180 4190 4200 4210
GAATGACCATGTCCAGGCAGATCWAaCAGCWATAAAAKAGWAAWCATTCTGtAAATGTTCAGCAATATCATCAAAACTATT
GAATGACCATGTCCAGGCAGATCTA-CAGCTATAAAATAGTAATCATTCTGTAAATGTTCAGCAATATCATCAAAACTATTProA KO Konstrukt(1>4786)
GAATGACCATGTCCAGGCAGATCAAACAGCAATAAAAGAGAAAACATTCTG-A
proA-KO2-KminvR.ab1(27>721)
4220 4230 4240 4250 4260 4270 4280 4290
AGCATTATCTAACCAACCGTGCAAGGCAAGAATAGGCGGATTATCAGGATTTCCCCATACTTTGCATGCTATAGATAGTCC
AGCATTATCTAACCAACCGTGCAAGGCAAGAATAGGCGGATTATCAGGATTTCCCCATACTTTGCATGCTATAGATAGTCCProA KO Konstrukt(1>4786)
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4300 4310 4320 4330 4340 4350 4360 4370
CGGGATACTTAAAATCTTTGTTTTCATCAATTTTCTTTGGTTTGTAGGTAATAGTTATAGCTTATTACTTTATACGCAGGG
CGGGATACTTAAAATCTTTGTTTTCATCAATTTTCTTTGGTTTGTAGGTAATAGTTATAGCTTATTACTTTATACGCAGGGProA KO Konstrukt(1>4786)
4380 4390 4400 4410 4420 4430 4440 4450
ATGTAAATTCAGTTTTTAAAATAGTCAGGACTTGCGAAAAAAATAATCTTTTCGCTAAAAAAATGCTTTTAATCCAGTCAT
ATGTAAATTCAGTTTTTAAAATAGTCAGGACTTGCGAAAAAAATAATCTTTTCGCTAAAAAAATGCTTTTAATCCAGTCATProA KO Konstrukt(1>4786)
ACTTGCGAAAAAAATAATTTTTTCGCTAAAAAAATGCTTGTAATCCAGTCAT
proA-KO2-proAR.ab1(28>327)
4460 4470 4480 4490 4500 4510 4520 4530
TTAGTTTATTTAATCTCCCTCATTAAAATCAATTTTTGCsCTTGGTCTTGGTTTTTTTCGCAAGTCTTGATAGTAATTGAA
TTAGTTTATTTAATCTCCCTCATTAAAATCAATTTTTGCsCTTGGTCTTGGTTTTTTTCGCAAGTCTTGATAGTAATTGAAProA KO Konstrukt(1>4786)
TTAGTTTATTTAATCTCCCTCATTAAAATCAATTTTTGC-CTTGGTCTTGGTTTTTTTCGCAAGTCTTGATAGTAATTGAA
proA-KO2-proAR.ab1(28>327)
4540 4550 4560 4570 4580 4590 4600 4610
ATAGACAAAAAGCAATAAAGTAAGTCGATTATTGGGGTGACTTGTAACAAACTATAAAAGATCACAAAATAAATGGCTTTA
ATAGACAAAAAGCAATAAAGTAAGTCGATTATTGGGGTGACTTGTAACAAACTATAAAAGATCACAAAATAAATGGCTTTAProA KO Konstrukt(1>4786)
ATAGACAAAAAGCAATAAAGTAAGTCGATTATTGGGGTGACTTGTAACAAACTATAAAAGATCACAAAATAAATGGCTTTA
proA-KO2-proAR.ab1(28>327)
4620 4630 4640 4650 4660 4670 4680 4690
CTGGTTTTTGGGGAAGGGCCAATATTATGATAAATAAAAATAATTCAGAGTCCGAGCTTATCATGTTTAATGACAAATTCT
CTGGTTTTTGGGGAAGGGCCAATATTATGATAAATAAAAATAATTCAGAGTCCGAGCTTATCATGTTTAATGACAAATTCTProA KO Konstrukt(1>4786)
CTGGTTTTTGGGGAAGGGCCAATATTATGATAAATAAAAATAATTCAGAGTCCGAGCTTATCATGTTTAATGACAAATTCT
proA-KO2-proAR.ab1(28>327)
4700 4710 4720 4730 4740 4750 4760 4770
TTtCAAAATGTGGGTTATAATTATAGAGCAATACATTAATCCTATTACCATTATACTGATTATAGAAACCTAAATGAGAGA
TTTCAAAATGTGGGTTATAATTATAGAGCAATACATTAATCCTATTACCATTATACTGATTATAGAAACCTAAATGAGAGAProA KO Konstrukt(1>4786)
TT-CAAA
proA-KO2-proAR.ab1(28>327)
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4780 4790
TAGAGTAT
TAGAGTATProA KO Konstrukt(1>4786)
8 Anhang
290
Freitag, 28. März 2014 14:51 Page 1
Project: Untitled Contig 1
10 20 30 40 50 60 70
ATCATCAAGTTCTTGCCCTAACTGTTTCATTGCATCTTCCAGCTCCGGATTTCCATCAAGAGTCCAgTTTTCCACc
ATCATCAAGTTCTTGCCCTAACTGTTTCATTGCATCTTCCAGCTCCGGATTTCCATCAAGAGTCCAGTTTTCCAC-Konstrukt DotA-(1>2653)
CCA-TTTTCCACC
DotA-KO1-Km_inv_F.ab1(14>740)
80 90 100 110 120 130 140 150
ACYTTCCATAAAAGTGATGACCCTGTAAATCATGGGGTCAAGGTACTCAAACCAGTACTTTGCGGAGGCTTCATGG
ACTTTCCATAAAAGTGATGACCCTGTAAATCATGGGGTCAAGGTACTCAAACCAGTACTTTGCGGAGGCTTCATGGKonstrukt DotA-(1>2653)
ACCTTCCATAAAAGTGATGACCCTGTAAATCATGGGGTCAAGGTACTCAAACCAGTACTTTGCGGAGGCTTCATGG
DotA-KO1-Km_inv_F.ab1(14>740)
ACTTTGCGGAGGCTTCATGG
DotA-KO1-DotA_seq_F.ab1(30>1156)
160 170 180 190 200 210 220
CTTAAATCAGGCATTATTTACTCTTTTTTTACTGAGATACGTTGATAGACGAAACAACTACTTAATACTATAGTAT
CTTAAATCAGGCATTATTTACTCTTTTTTTACTGAGATACGTTGATAGACGAAACAACTACTTAATACTATAGTATKonstrukt DotA-(1>2653)
CTTAAATCAGGCATTATTTACTCTTTTTTTACTGAGATACGTTGATAGACGAAACAACTACTTAATACTATAGTAT
DotA-KO1-Km_inv_F.ab1(14>740)
CTTAAATCAGGCATTATTTACTCTTTTTTTACTGAGATACGTTGATAGACGAAACAACTACTTAATACTATAGTAT
DotA-KO1-DotA_seq_F.ab1(30>1156)
230 240 250 260 270 280 290 300
ATTATGATATATAAAAGTCCATTACTTAAAATTGTGAAAAAGTAAAAAATATGAAAAAGAAATCRGGATCAAGGAT
ATTATGATATATAAAAGTCCATTACTTAAAATTGTGAAAAAGTAAAAAATATGAAAAAGAAATCAGGATCAAGGATKonstrukt DotA-(1>2653)
ATTATGATATATAAAAGTCCATTACTTAAAATTGTGAAAAAGTAAAAAATATGAAAAAGAAATCGGGATCAAGGAT
DotA-KO1-Km_inv_F.ab1(14>740)
ATTATGATATATAAAAGTCCATTACTTAAAATTGTGAAAAAGTAAAAAATATGAAAAAGAAATCGGGATCAAGGAT
DotA-KO1-DotA_seq_F.ab1(30>1156)
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310 320 330 340 350 360 370 380
CGTAAGAGTTWTTACAAGGATTATCAATGTTCGTAAATGGKTCGATTGGGACAGAATGAAGTCATTCACCTTATAT
CGTAAGAGTTTTTACAAGGATTATCAATGTTCGTAAATGGTTCGATTGGGACAGAATGAAGTCATTCACCTTATATKonstrukt DotA-(1>2653)
CGTAAGAGTTATTACAAGGATTATCAATGTTCGTAAATGGGTCGATTGGGACAGAATGAAGTCATTCACCTTATAT
DotA-KO1-Km_inv_F.ab1(14>740)
CGTAAGAGTTATTACAAGGATTATCAATGTTCGTAAATGGGTCGATTGGGACAGAATGAAGTCATTCACCTTATAT
DotA-KO1-DotA_seq_F.ab1(30>1156)
390 400 410 420 430 440 450
TTGGTCAATGGCGGTAAGCGTTTATTCGTCCCACAGGAACCAACTCATGTCGAATCATTTGATGAGGCAGCCAAGA
TTGGTCAATGGCGGTAAGCGTTTATTCGTCCCACAGGAACCAACTCATGTCGAATCATTTGATGAGGCAGCCAAGAKonstrukt DotA-(1>2653)
TTGGTCAATGGCGGTAAGCGTTTATTCGTCCCACAGGAACCAACTCATGTCGAATCATTTGATGAGGCAGCCAAGA
DotA-KO1-Km_inv_F.ab1(14>740)
TTGGTCAATGGCGGTAAGCGTTTATTCGTCCCACAGGAACCAACTCATGTCGAATCATTTGATGAGGCAGCCAAGA
DotA-KO1-DotA_seq_F.ab1(30>1156)
460 470 480 490 500 510 520 530
AACTAAAATTGAGCGAGGCTGACTTGATAATCAAACAAAAAGCCTTGTTCCGGTTAAGTGTGATTATGGTTATCGC
AACTAAAATTGAGCGAGGCTGACTTGATAATCAAACAAAAAGCCTTGTTCCGGTTAAGTGTGATTATGGTTATCGCKonstrukt DotA-(1>2653)
AACTAAAATTGAGCGAGGCTGACTTGATAATCAAACAAAAAGCCTTGTTCCGGTTAAGTGTGATTATGGTTATCGC
DotA-KO1-Km_inv_F.ab1(14>740)
AACTAAAATTGAGCGAGGCTGACTTGATAATCAAACAAAAAGCCTTGTTCCGGTTAAGTGTGATTATGGTTATCGC
DotA-KO1-DotA_seq_F.ab1(30>1156)
540 550 560 570 580 590 600
TGCGTTTATGCTACTCATTTACACGGGTTATCAACTGTTTTATGGTTCATGGAAAGCTACAATAATAAGCTTGGTT
TGCGTTTATGCTACTCATTTACACGGGTTATCAACTGTTTTATGGTTCATGGAAAGCTACAATAATAAGCTTGGTTKonstrukt DotA-(1>2653)
TGCGTTTATGCTACTCATTTACACGGGTTATCAACTGTTTTATGGTTCATGGAAAGCTACAATAATAAGCTTGGTT
DotA-KO1-Km_inv_F.ab1(14>740)
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540 550 560 570 580 590 600
TGCGTTTATGCTACTCATTTACACGGGTTATCAACTGTTTTATGGTTCATGGAAAGCTACAATAATAAGCTTGGTT
TGCGTTTATGCTACTCATTTACACGGGTTATCAACTGTTTTATGGTTCATGGAAAGCTACAATAATAAGCTTGGTT
DotA-KO1-DotA_seq_F.ab1(30>1156)
610 620 630 640 650 660 670 680
GTGGTTATGATCGCATTGGTACTAGCCTTTCGTTATCATTTTTGGTACTACCAGATTAAACAACGTAAATTGGGAT
GTGGTTATGATCGCATTGGTACTAGCCTTTCGTTATCATTTTTGGTACTACCAGATTAAACAACGTAAATTGGGATKonstrukt DotA-(1>2653)
GTGGTTATGATCGCATTGGTACTAGCCTTTCGTTATCATTTTTGGTACTACCAGATTAAACAACGTAAATTGGGAT
DotA-KO1-Km_inv_F.ab1(14>740)
GTGGTTATGATCGCATTGGTACTAGCCTTTCGTTATCATTTTTGGTACTACCAGATTAAACAACGTAAATTGGGAT
DotA-KO1-DotA_seq_F.ab1(30>1156)
690 700 710 720 730 740 750 760
GTACCGTTAAAGAATGGTACAGGCAAGGGTTATTGGGTGAGAAAGAATGAGCCATATTCAACGGGAAACGTCTTGC
GTACCGTTAAAGAATGGTACAGGCAAGGGTTATTGGGTGAGAAAGAATGAGCCATATTCAACGGGAAACGTCTTGCKonstrukt DotA-(1>2653)
GTACCGTTAAAGAATGGTACAGGCAAGGGTTATTGGGTGAGAAAGAATGAGCCATATTCAACGGGAAACGTCTTGC
DotA-KO1-Km_inv_F.ab1(14>740)
GTACCGTTAAAGAATGGTACAGGCAAGGGTTATTGGGTGAGAAAGAATGAGCCATATTCAACGGGAAACGTCTTGC
DotA-KO1-DotA_seq_F.ab1(30>1156)
770 780 790 800 810 820 830
TCGAGGCCGCGATTAAATTCCAACATGGATGCTGATTTATATGGGTATAAATGGGCTCGCGATAATGTCGGGCAAT
TCGAGGCCGCGATTAAATTCCAACATGGATGCTGATTTATATGGGTATAAATGGGCTCGCGATAATGTCGGGCAATKonstrukt DotA-(1>2653)
TCGAGGCCGCGATTAAAT-CCAACATGGATGC
DotA-KO1-Km_inv_F.ab1(14>740)
TCGAGGCCGCGATTAAATTCCAACATGGATGCTGATTTATATGGGTATAAATGGGCTCGCGATAATGTCGGGCAAT
DotA-KO1-DotA_seq_F.ab1(30>1156)
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840 850 860 870 880 890 900 910
CAGGTGCGACAATCTATCGATTGTATGGGAAGCCCGATGCGCCAGAGTTGTTTCTGAAACATGGCAAAGGTAGCGT
CAGGTGCGACAATCTATCGATTGTATGGGAAGCCCGATGCGCCAGAGTTGTTTCTGAAACATGGCAAAGGTAGCGTKonstrukt DotA-(1>2653)
CAGGTGCGACAATCTATCGATTGTATGGGAAGCCCGATGCGCCAGAGTTGTTTCTGAAACATGGCAAAGGTAGCGT
DotA-KO1-DotA_seq_F.ab1(30>1156)
920 930 940 950 960 970 980
TGCCAATGATSTTACAGATGAGATGGTCAGACTAAACTGGCTGACGGAATTTATGCCTCTTCCGACCATCAAGCAT
TGCCAATGATCTTACAGATGAGATGGTCAGACTAAACTGGCTGACGGAATTTATGCCTCTTCCGACCATCAAGCATKonstrukt DotA-(1>2653)
TGCCAATGATGTTACAGATGAGATGGTCAGACTAAACTGGCTGACGGAATTTATGCCTCTTCCGACCATCAAGCAT
DotA-KO1-DotA_seq_F.ab1(30>1156)
990 1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060
TTTATCCGTACTCCTGATGATGCATGGTTACTCACCACTGCGATCCCCGGGAAAACAGCATTCCAGGTATTAGAAG
TTTATCCGTACTCCTGATGATGCATGGTTACTCACCACTGCGATCCCCGGGAAAACAGCATTCCAGGTATTAGAAGKonstrukt DotA-(1>2653)
TTTATCCGTACTCCTGATGATGCATGGTTACTCACCACTGCGATCCCCGGGAAAACAGCATTCCAGGTATTAGAAG
DotA-KO1-DotA_seq_F.ab1(30>1156)
1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140
AATATCCTGATTCAGGTGAAAATATTGTTGATGCGCTGGCRGTGTTCCTGCGCCGGTTGCATTCGATTCCTGTTTG
AATATCCTGATTCAGGTGAAAATATTGTTGATGCGCTGGCAGTGTTCCTGCGCCGGTTGCATTCGATTCCTGTTTGKonstrukt DotA-(1>2653)
AATATCCTGATTCAGGTGAAAATATTGTTGATGCGCTGGCGGTGTTCCTGCGCCGGTTGCATTCGATTCCTGTTTG
DotA-KO1-DotA_seq_F.ab1(30>1156)
1150 1160 1170 1180 1190 1200 1210
TAATTGTCCTTTTAACAGCGATCGCGTATTTCGTCTCGCTCAGGCGCAATCACGAATGAATAACGGTTTGGTTGAT
TAATTGTCCTTTTAACAGCGATCGCGTATTTCGTCTCGCTCAGGCGCAATCACGAATGAATAACGGTTTGGTTGATKonstrukt DotA-(1>2653)
TAATTGTCCTTTTAACAGCGATCGCGTATTTCGTCTCGCTCAGGCGCAATCACGAATGAATAACGGTTTGGTTGAT
DotA-KO1-DotA_seq_F.ab1(30>1156)
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1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290
GCGAGTGATTTTGATGACGAGCGTAATGGCTGGCCTGTTGAACAAGTCTGGAAAGAAATGCATAAGCTTTtGCCAT
GCGAGTGATTTTGATGACGAGCGTAATGGCTGGCCTGTTGAACAAGTCTGGAAAGAAATGCATAAGCTTTTGCCATKonstrukt DotA-(1>2653)
GCGAGTGATTTTGATGACAAACGTAATGGCTGGCCTGTTGAAC
DotA-KO1-DotA_seq_F.ab1(30>1156)
GCTGGCCCTTTGAACAATTCTGGAAAGAAATGCATAAGCTTT-GGCAT
DotA-KO1-DotA_seq_R.ab1(41>1343)
1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360
TCTCACCGGgATTCAgTCGTCACTCATGGTGATTTYTCACTTGAtAACCTTATTTTTGACGAGGGGAAATTAATAG
TCTCACCGG-ATTCAGTCGTCACTCATGGTGATTTCTCACTTGATAACCTTATTTTTGACGAGGGGAAATTAATAGKonstrukt DotA-(1>2653)
TTTCCCCGGGATTCA-TTGTCACTCAAGGGGATTTTCCACTTGA-AACCTTATTTTTGACGAGGGGAAATTAATAG
DotA-KO1-DotA_seq_R.ab1(41>1343)
1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440
GTTGTATTGATgTTGGMCGAgTCGGAATCGCAGACCGATACCAGGATCTTGCCATCCTATGGAACTGCCTCGGTGA
GTTGTATTGATGTTGGACGAGTCGGAATCGCAGACCGATACCAGGATCTTGCCATCCTATGGAACTGCCTCGGTGAKonstrukt DotA-(1>2653)
GTTGTATTGAT-TTGGCCGA-TTGGAATTGCAGACCGATACCAGGATCTTGCCATCCTATGGAACTGCCTCGGTGA
DotA-KO1-DotA_seq_R.ab1(41>1343)
1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520
GTTTTCTCCTTCATTACAGAAACGGCTTTTTCAAAAATATGGTATTGATAATCCTGATATGAATAAATTGCAGTTT
GTTTTCTCCTTCATTACAGAAACGGCTTTTTCAAAAATATGGTATTGATAATCCTGATATGAATAAATTGCAGTTTKonstrukt DotA-(1>2653)
GTTTTTTCCTTCATTACAGAAACGGCTTTTTCAAAAATATGGTATTGATAATCCTGATATGAATAAATTGCAGTTT
DotA-KO1-DotA_seq_R.ab1(41>1343)
1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590
CATTTGATGCTCGATGAGTTTTTCtaaccacctcctgaaTAACATTCTAAAAATACGATAAGAAGGGCTCAAAGGA
CATTTGATGCTCGATGAGTTTTTC---------------TAACATTCTAAAAATACGATAAGAAGGGCTCAAAGGAKonstrukt DotA-(1>2653)
CATTTGATGCTCGATGAGTTTTTCTAACCACCTCCTGAATAACATTCTAAAAATACGATAAGAAGGGCTCAAAGGA
DotA-KO1-DotA_seq_R.ab1(41>1343)
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1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590
CATTTGATGCTCGATGAGTTTTTCtaaccacctcctgaaTAACATTCTAAAAATACGATAAGAAGGGCTCAAAGGA
GGA
DotA-KO1-Km_inv_R.ab1(40>1069)
1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670
GCCTTTCTTATTATTTATGGGCAGTTCATTTTATTAAGACTTTGACAGGTAGCTATTAATGCTGTTTGGACGGCCT
GCCTTTCTTATTATTTATGGGCAGTTCATTTTATTAAGACTTTGACAGGTAGCTATTAATGCTGTTTGGACGGCCTKonstrukt DotA-(1>2653)
GCCTTTCTTATTATTTATGGGCAGTTCATTTTATTAAGACTTTGACAGGTAGCTATTAATGCTGTTTGGACGGCCT
DotA-KO1-DotA_seq_R.ab1(41>1343)
GCCTTTCTTATTATTTATGGGCAGTTCATTTTATTAAGACTTTGACAGGTAGCTATTAATGCTGTTTGGACGGCCT
DotA-KO1-Km_inv_R.ab1(40>1069)
1680 1690 1700 1710 1720 1730 1740
TTTAAAAAGGAGGATTAATATGTTAGTCACGAAGGAAGTGGAATATGAGGATGGTGATACTGTATGCAAAGGTTTT
TTTAAAAAGGAGGATTAATATGTTAGTCACGAAGGAAGTGGAATATGAGGATGGTGATACTGTATGCAAAGGTTTTKonstrukt DotA-(1>2653)
TTTAAAAAGGAGGATTAATATGTTAGTCACGAAGGAAGTGGAATATGAGGATGGTGATACTGTATGCAAAGGTTTT
DotA-KO1-DotA_seq_R.ab1(41>1343)
TTTAAAAAGGAGGATTAATATGTTAGTCACGAAGGAAGTGGAATATGAGGATGGTGATACTGTATGCAAAGGTTTT
DotA-KO1-Km_inv_R.ab1(40>1069)
1750 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820
ATTGCCTATCATTCCAGTGCCTCAAAACCATTACCTTGTGTCATGGTTGCTCATGATTGGGGGGGGCGTGGAGAGG
ATTGCCTATCATTCCAGTGCCTCAAAACCATTACCTTGTGTCATGGTTGCTCATGATTGGGGGGGGCGTGGAGAGGKonstrukt DotA-(1>2653)
ATTGCCTATCATTCCAGTGCCTCAAAACCATTACCTTGTGTCATGGTTGCTCATGATTGGGGGGGGCGTGGAGAGG
DotA-KO1-DotA_seq_R.ab1(41>1343)
ATTGCCTATCATTCCAGTGCCTCAAAACCATTACCTTGTGTCATGGTTGCTCATGATTGGGGGGGGCGTGGAGAGG
DotA-KO1-Km_inv_R.ab1(40>1069)
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1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900
GAGCTTGTAACAAAGCGAGACAGCTTGCTGGCATGGGGTATATTGGATTCGCTATAGACATGTATGGAAATGCCAA
GAGCTTGTAACAAAGCGAGACAGCTTGCTGGCATGGGGTATATTGGATTCGCTATAGACATGTATGGAAATGCCAAKonstrukt DotA-(1>2653)
GAGCTTGTAACAAAGCGAGACAGCTTGCTGGCATGGGGTATATTGGATTCGCTATAGACATGTATGGAAATGCCAA
DotA-KO1-DotA_seq_R.ab1(41>1343)
GAGCTTGTAACAAAGCGAGACAGCTTGCTGGCATGGGGTATATTGGATTCGCTATAGACATGTATGGAAATGCCAA
DotA-KO1-Km_inv_R.ab1(40>1069)
1910 1920 1930 1940 1950 1960 1970
GCTAGGTAAAGATAAGGCAGAGAAAAGAGCTTTAATGACTCCTTTTAGAGAAAATAGAGGGAAGTTAATCACTCGT
GCTAGGTAAAGATAAGGCAGAGAAAAGAGCTTTAATGACTCCTTTTAGAGAAAATAGAGGGAAGTTAATCACTCGTKonstrukt DotA-(1>2653)
GCTAGGTAAAGATAAGGCAGAGAAAAGAGCTTTAATGACTCCTTTTAGAGAAAATAGAGGGAAGTTAATCACTCGT
DotA-KO1-DotA_seq_R.ab1(41>1343)
GCTAGGTAAAGATAAGGCAGAGAAAAGAGCTTTAATGACTCCTTTTAGAGAAAATAGAGGGAAGTTAATCACTCGT
DotA-KO1-Km_inv_R.ab1(40>1069)
1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050
ATAAATGCGGCCTTCAACAAAGTGGTGCAGTTGCCTGAAGTGGATAGTGAGAAAGTGGCTGCTATTGGTTATTGTT
ATAAATGCGGCCTTCAACAAAGTGGTGCAGTTGCCTGAAGTGGATAGTGAGAAAGTGGCTGCTATTGGTTATTGTTKonstrukt DotA-(1>2653)
ATAAATGCGGCCTTCAACAAAGTGGTGCAGTTGCCTGAAGTGGATAGTGAGAAAGTGGCTGCTATTGGTTATTGTT
DotA-KO1-DotA_seq_R.ab1(41>1343)
ATAAATGCGGCCTTCAACAAAGTGGTGCAGTTGCCTGAAGTGGATAGTGAGAAAGTGGCTGCTATTGGTTATTGTT
DotA-KO1-Km_inv_R.ab1(40>1069)
2060 2070 2080 2090 2100 2110 2120
TCGGTGGTTTGTGCGTATTGGACTTGATACGTTCCGGGGCACCGCTTAAAGGAGTTGTCAGTTTTCATGGGGTATT
TCGGTGGTTTGTGCGTATTGGACTTGATACGTTCCGGGGCACCGCTTAAAGGAGTTGTCAGTTTTCATGGGGTATTKonstrukt DotA-(1>2653)
TCGGTGGTTTGTGCGTATTGGACTTGATACGTTCCGGGGCACCGCTTAAAGGAGTTGTCAGTTTTCATGGGGTATT
DotA-KO1-DotA_seq_R.ab1(41>1343)
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2060 2070 2080 2090 2100 2110 2120
TCGGTGGTTTGTGCGTATTGGACTTGATACGTTCCGGGGCACCGCTTAAAGGAGTTGTCAGTTTTCATGGGGTATT
TCGGTGGTTTGTGCGTATTGGACTTGATACGTTCCGGGGCACCGCTTAAAGGAGTTGTCAGTTTTCATGGGGTATT
DotA-KO1-Km_inv_R.ab1(40>1069)
2130 2140 2150 2160 2170 2180 2190 2200
ATTACCTTTGGAGGGTGAGAGTAATAAGTCATTAAATGCGAAAGTATTGATATTACATGGTTATGATGATCCCTTA
ATTACCTTTGGAGGGTGAGAGTAATAAGTCATTAAATGCGAAAGTATTGATATTACATGGTTATGATGATCCCTTAKonstrukt DotA-(1>2653)
ATTACCTTTGGAGGGTGAGAGTAATAAGTCATTAAATGCGAAAGTATTGATATTACATGGTTATGATGATCCCTTA
DotA-KO1-DotA_seq_R.ab1(41>1343)
ATTACCTTTGGAGGGTGAGAGTAATAAGTCATTAAATGCGAAAGTATTGATATTACATGGTTATGATGATCCCTTA
DotA-KO1-Km_inv_R.ab1(40>1069)
2210 2220 2230 2240 2250 2260 2270 2280
GTACCAATTGAGCAAGTTAACCAGTTCGCTATTGAAATGACAGAAAGGAAAGTGGACTGGCAGGTCCATGTTTATG
GTACCAATTGAGCAAGTTAACCAGTTCGCTATTGAAATGACAGAAAGGAAAGTGGACTGGCAGGTCCATGTTTATGKonstrukt DotA-(1>2653)
GTACCAATTGAGCAAGTTAACCAGTTCGCTATTGAAATGACAGAAAGGAAAGTGGACTGGCAGGTCCATGTTTATG
DotA-KO1-DotA_seq_R.ab1(41>1343)
GTACCAATTGAGCAAGTTAACCAGTTCGCTATTGAAATGACAGAAAGGAAAGTGGACTGGCAGGTCCATGTTTATG
DotA-KO1-Km_inv_R.ab1(40>1069)
2290 2300 2310 2320 2330 2340 2350
GCCAAACCGCTCATTCGTTTACTGACCCTGGTGCGAATGATGATGAAATGGGACTGCATTACAATAAATTAGCGGA
GCCAAACCGCTCATTCGTTTACTGACCCTGGTGCGAATGATGATGAAATGGGACTGCATTACAATAAATTAGCGGAKonstrukt DotA-(1>2653)
GCCAAACCGCTCATTCGTTTACTGACCCTGGTGCGAATGATGATGAAATGGGACTGCATTACAATAAATTAGCGGA
DotA-KO1-DotA_seq_R.ab1(41>1343)
GCCAAACCGCTCATTCGTTTACTGACCCTGGTGCGAATGATGATGAAATGGGACTGCATTACAATAAATTAGCGGA
DotA-KO1-Km_inv_R.ab1(40>1069)
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2360 2370 2380 2390 2400 2410 2420 2430
TCAACGTTCCTGGCAAAGTACTCAATTGTTTTTGCAAGACTTATTTGCATGATCAGGGCTTACGCTAAACCCCAAT
TCAACGTTCCTGGCAAAGTACTCAATTGTTTTTGCAAGACTTATTTGCATGATCAGGGCTTACGCTAAACCCCAATKonstrukt DotA-(1>2653)
TCAACGTTCCTGGCAAAGTACTCAATTGTTTTTGCAAGACTTATTTGCATGATCAGGGCTTACGCTAAACCCCAAT
DotA-KO1-DotA_seq_R.ab1(41>1343)
TCAACGTTCCTGGCAAAGTACTCAATTGTTTTTGCAAGACTTATTTGCATGATCAGGGCTTACGCTAAACCCCAAT
DotA-KO1-Km_inv_R.ab1(40>1069)
2440 2450 2460 2470 2480 2490 2500
CTCTTTGTTAAAAAAGGTTTTTAATTCGGTCATTTAGTTTATCTAAACTCCCTCATTAAAAACCTTTTTTGCCTCG
CTCTTTGTTAAAAAAGGTTTTTAATTCGGTCATTTAGTTTATCTAAACTCCCTCATTAAAAACCTTTTTTGCCTCGKonstrukt DotA-(1>2653)
CTCTTTGTTAAAAAAGGTTTTTAATTCGGTCATTTAGTTTATCTAAACTCCCTCATTAAAAACCTTTTTTGCCTCG
DotA-KO1-DotA_seq_R.ab1(41>1343)
CTCTTTGTTAAAAAAGGTTTTTAATTCGGTCATTTAGTTTATCTAAACTCCCTCATTAAAAACCTTTTTTGCCTCG
DotA-KO1-Km_inv_R.ab1(40>1069)
2510 2520 2530 2540 2550 2560 2570 2580
ACCTTGGGGTTTATCGTAAGTCCTGATGATTTACATCAGCTGATTATTTTGTTTTAGGGCAAGAAGCAAACGTTTT
ACCTTGGGGTTTATCGTAAGTCCTGATGATTTACATCAGCTGATTATTTTGTTTTAGGGCAAGAAGCAAACGTTTTKonstrukt DotA-(1>2653)
ACCTTGGGGTTTATCGTAAGTCCTGATGATTTACATCAGCTGAT
DotA-KO1-DotA_seq_R.ab1(41>1343)
ACCTTGGGGTTTATCGTAAGTCCTGATGATTTACATCAGCTGATTATTTTGTTTTAGGGCAAGAAGCAAACGTTTT
DotA-KO1-Km_inv_R.ab1(40>1069)
2590 2600 2610 2620 2630 2640 2650 2660
GAAGAGTGCGGTTTACATGCAGtAAaTGARAAMWRCAGCAATAGAATGAAAGAGGCGGGTTATATGCAAGAGGTCT
GAAGAGTGCGGTTTACATGCAGTAAATGAGAACTGCAGCAATAGAATGAAAGAGGCGGGTTATATGCAAGAGGTCTKonstrukt DotA-(1>2653)
GAAGAGTGCGGTTTACATGCAG-AA-TGAAAAAAACTGCAA
DotA-KO1-Km_inv_R.ab1(40>1069)
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2670
ATTGGAATTT
ATTGGAATTTKonstrukt DotA-(1>2653)
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10 20 30 40 50 60 70
ATTCTAAATTCGGCAGTTGTAACAATCCATTTAATAAAAGCCTTGCTCAGTTGGTTGAACTCTATCCGGAATTTAT
ATTCTAAATTCGGCAGTTGTAACAATCCATTTAATAAAAGCCTTGCTCAGTTGGTTGAACTCTATCCGGAATTTATKO_0267(1>5034)
80 90 100 110 120 130 140 150
GAGCAATTTTTTGCAATCAAGTCATCTTTCATCAAAAACAGGTTTGATGAAAGATGTTGTCCTGAACTCATCAGAA
GAGCAATTTTTTGCAATCAAGTCATCTTTCATCAAAAACAGGTTTGATGAAAGATGTTGTCCTGAACTCATCAGAAKO_0267(1>5034)
160 170 180 190 200 210 220
AATTTATTTAAAGAACATCCTTATACTCAATCGATTGATGCTTCTTATATCTTTAGGGTTAAAGAGAGCACTACCT
AATTTATTTAAAGAACATCCTTATACTCAATCGATTGATGCTTCTTATATCTTTAGGGTTAAAGAGAGCACTACCTKO_0267(1>5034)
AGAGAGCACTACCT
KO_0267-0267_seq_F1.ab1(22>1226)
230 240 250 260 270 280 290 300
GTTATGAAGATGACTGGGCAAAACCGGTTTATGATTAGCCAACAAAGTAATAAGAAAAATGGAGTTAATGTACATA
GTTATGAAGATGACTGGGCAAAACCGGTTTATGATTAGCCAACAAAGTAATAAGAAAAATGGAGTTAATGTACATAKO_0267(1>5034)
GTTATGAAGATGACTGGGCAAAACCGGTTTATGATTAGCCAACAAAGTAATAAGAAAAATGGAGTTAATGTACATA
KO_0267-0267_seq_F1.ab1(22>1226)
310 320 330 340 350 360 370 380
TATGGAAAAAGTTTTTGACAGAAGTACATTAAGACCAATGTGCCAAGAAGGGTAGACTCAGGGTTTATAAATTTAA
TATGGAAAAAGTTTTTGACAGAAGTACATTAAGACCAATGTGCCAAGAAGGGTAGACTCAGGGTTTATAAATTTAAKO_0267(1>5034)
TATGGAAAAAGTTTTTGACAGAAGTACATTAAGACCAATGTGCCAAGAAGGGTAGACTCAGGGTTTATAAATTTAA
KO_0267-0267_seq_F1.ab1(22>1226)
390 400 410 420 430 440 450
CCACAGAAAGACACTTTACTTTTTTATTCTAACCATTTAGTTTACGAGCCTGGCATTTGGAAATGGACTTTTAAAA
CCACAGAAAGACACTTTACTTTTTTATTCTAACCATTTAGTTTACGAGCCTGGCATTTGGAAATGGACTTTTAAAAKO_0267(1>5034)
CCACAGAAAGACACTTTACTTTTTTATTCTAACCATTTAGTTTACGAGCCTGGCATTTGGAAATGGACTTTTAAAA
KO_0267-0267_seq_F1.ab1(22>1226)
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460 470 480 490 500 510 520 530
GGACTAAAAAAGTAATGAATATTGCGATAATTGGTGGTGGAACAGGATTAACTACTGCTTGGGCTTTGGAAAATCA
GGACTAAAAAAGTAATGAATATTGCGATAATTGGTGGTGGAACAGGATTAACTACTGCTTGGGCTTTGGAAAATCAKO_0267(1>5034)
GGACTAAAAAAGTAATGAATATTGCGATAATTGGTGGTGGAACAGGATTAACTACTGCTTGGGCTTTGGAAAATCA
KO_0267-0267_seq_F1.ab1(22>1226)
540 550 560 570 580 590 600
ACGAACATTTCATGTGACTGTATTTGAGGAAAATGATCGATTAGGCGGACATATTCATAGTATCAAGATTAACAAT
ACGAACATTTCATGTGACTGTATTTGAGGAAAATGATCGATTAGGCGGACATATTCATAGTATCAAGATTAACAATKO_0267(1>5034)
ACGAACATTTCATGTGACTGTATTTGAGGAAAATGATCGATTAGGCGGACATATTCATAGTATCAAGATTAACAAT
KO_0267-0267_seq_F1.ab1(22>1226)
610 620 630 640 650 660 670 680
GTTATCCTTGAAGGGGGTGCAGAATTTATAGGACCACCTGCCTTATATCCCAATGTGCATCGATTGTTTCAATATC
GTTATCCTTGAAGGGGGTGCAGAATTTATAGGACCACCTGCCTTATATCCCAATGTGCATCGATTGTTTCAATATCKO_0267(1>5034)
GTTATCCTTGAAGGGGGTGCAGAATTTATAGGACCACCTGCCTTATATCCCAATGTGCATCGATTGTTTCAATATC
KO_0267-0267_seq_F1.ab1(22>1226)
690 700 710 720 730 740 750 760
TGGGAATGGCTTTAGATCAATTTGAGTTAAATATGGATTTTGACAATCTGAAACAAAGGGATCATATTGTTTTACC
TGGGAATGGCTTTAGATCAATTTGAGTTAAATATGGATTTTGACAATCTGAAACAAAGGGATCATATTGTTTTACCKO_0267(1>5034)
TGGGAATGGCTTTAGATCAATTTGAGTTAAATATGGATTTTGACAATCTGAAACAAAGGGATCATATTGTTTTACC
KO_0267-0267_seq_F1.ab1(22>1226)
770 780 790 800 810 820 830
TCCTTTGTATCATACCTCAAGTGGAAAGTCCGAGGACGTTTCGTCGATTTTATACACATTGTCTTGTGGTTTGTTT
TCCTTTGTATCATACCTCAAGTGGAAAGTCCGAGGACGTTTCGTCGATTTTATACACATTGTCTTGTGGTTTGTTTKO_0267(1>5034)
TCCTTTGTATCATACCTCAAGTGGAAAGTCCGAGGACGTTTCGTCGATTTTATACACATTGTCTTGTGGTTTGTTT
KO_0267-0267_seq_F1.ab1(22>1226)
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840 850 860 870 880 890 900 910
GGCAAGAGAAGGAAACAAAATGAAACTCGCATTTCAGTGGATACCATGCTCACAGAAATGTACAATTTGCTTGAAA
GGCAAGAGAAGGAAACAAAATGAAACTCGCATTTCAGTGGATACCATGCTCACAGAAATGTACAATTTGCTTGAAAKO_0267(1>5034)
GGCAAGAGAAGGAAACAAAATGAAACTCGCATTTCAGTGGATACCATGCTCACAGAAATGTACAATTTGCTTGAAA
KO_0267-0267_seq_F1.ab1(22>1226)
920 930 940 950 960 970 980
TGAATCACTTAATTATGGATGCGAGGAATAAATTACTGCATCCAGACAATTTAATGACATTAGAGCAATTTATAAA
TGAATCACTTAATTATGGATGCGAGGAATAAATTACTGCATCCAGACAATTTAATGACATTAGAGCAATTTATAAAKO_0267(1>5034)
TGAATCACTTAATTATGGATGCGAGGAATAAATTACTGCATCCAGACAATTTAATGACATTAGAGCAATTTATAAA
KO_0267-0267_seq_F1.ab1(22>1226)
990 1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060
AGAGTTTAAAGAGAAATGTGTTCATATCCTCTCGCCTGTTGACAAGTTTGCTGAGGAGTTCGTGTATCCTTTGATT
AGAGTTTAAAGAGAAATGTGTTCATATCCTCTCGCCTGTTGACAAGTTTGCTGAGGAGTTCGTGTATCCTTTGATTKO_0267(1>5034)
AGAGTTTAAAGAGAAATGTGTTCATATCCTCTCGCCTGTTGACAAGTTTGCTGAGGAGTTCGTGTATCCTTTGATT
KO_0267-0267_seq_F1.ab1(22>1226)
GGT-TTTCCTTTGATT
KO_0267-Km_inv_F.ab1(24>1235)
1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140
GCCTCAGGATGGGGAGTTTCAATTGAAACAATCAAAAAATTTGGCG-CCCATTATGCCATGAACTATCTGGCAGCA
GCCTCAGGATGGGGAGTTTCAATTGAAACAATCAAAAAATTTGGCG-CCCATTATGCCATGAACTATCTGGCAGCAKO_0267(1>5034)
GCCTCAGGATGGGGAGTTTCAATTGAAACAATCAAAAAATTTGGCG-CCCATTATGCCATGAACTATCTGGCAGCA
KO_0267-0267_seq_F1.ab1(22>1226)
CCCTCAGGATGGGGAGTTTCAATTGAAACAATCAAAAAATTTGGCGCCCCATTATGCCATGAACTATCTGGCAGCA
KO_0267-Km_inv_F.ab1(24>1235)
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1150 1160 1170 1180 1190 1200 1210
GGAATGAATTGGTTTGATGCGCCAGAAGGTTTGAGCAGCTATATTGATAAAATGGTGGCGCAATGCACCAATACTC
GGAATGAATTGGTTTGATGCGCCAGAAGGTTTGAGCAGCTATATTGATAAAATGGTGGCGCAATGCACCAATACTCKO_0267(1>5034)
GGAATGAATTGGTTTGATGCGCCAGAAGGTTTGAGCAGCTATATTGATAAAATGGTGGCGCAATGCACCAATACTC
KO_0267-0267_seq_F1.ab1(22>1226)
GGAATGAATTGGTTTGATGCGCCAGAAGGTTTGAGCAGCTATATTGATAAAATGGTGGCGCAATGCACCAATACTC
KO_0267-Km_inv_F.ab1(24>1235)
1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290
AATTTAAAGTGAATACGGCTATAAAAAAATTAATACCAATAACAATTGATGGAAAAATAAAGTATCAATTATTG-A
AATTTAAAGTGAATACGGCTATAAAAAAATTAATACCAATAACAATTGATGGAAAAATAAAGTATCAATTATTG-AKO_0267(1>5034)
AATTTAAAGTGAATACGGCTATAAAAAAATTAATACCAATAACAATTGATGGAAAAATAAAGTATCAATTATTGGA
KO_0267-0267_seq_F1.ab1(22>1226)
AATTTAAAGTGAATACGGCTATAAAAAAATTAATACCAATAACAATTGATGGAAAAATAAAGTATCAATTATTG-A
KO_0267-Km_inv_F.ab1(24>1235)
1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360
AAAGAGATGACACATT-CGTTTGTGACGCCACTGGAA-G-CCCAATAATTTATGATGATG-TTGTAATC-TCTACA
AAAGAGATGACACATT-CGTTTGTGACGCCACTGGAA-G-CCCAATAATTTATGATGATG-TTGTAATC-TCTACAKO_0267(1>5034)
AAAAAGATGACACATTCCGTTTGTGACGCCACTGGAAAGCCCCAATAATTTATGATGATGGTTGGAATCCTCAACC
KO_0267-0267_seq_F1.ab1(22>1226)
AAAGAGATGACACATT-CGTTTGTGACGCCACTGGAA-G-CCCAATAATTTATGATGATG-TTGTAATC-TCTACA
KO_0267-Km_inv_F.ab1(24>1235)
ATG-T--TTGT-ATC-TCTACA
KO_0267-0267_seq_F2.ab1(23>1316)
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1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440
CC-GGCTTATGTTACAAA-TGAACT-GCTGTCTGATATTGAAA-GTAACACGATAAAAGTGCTACGGGAAAAACTT
CC-GGCTTATGTTACAAA-TGAACT-GCTGTCTGATATTGAAA-GTAACACGATAAAAGTGCTACGGGAAAAACTTKO_0267(1>5034)
CCGGGCTTATGTTACAAAATGAACTTGCTGTCTGAAATTGAAAAGTAACCCG
KO_0267-0267_seq_F1.ab1(22>1226)
CC-GGCTTATGTTACAAA-TGAACT-GCTGTCTGATATTGAAA-GTAACACGATAAAAGTGCTACGGGAAAAACTT
KO_0267-Km_inv_F.ab1(24>1235)
CC-GGCTTATGTT-CAAA-TGAACT-GCTGTCTGATATTGAAA-GTAACACGATAAAAGTGCTACGGGAAAAACTT
KO_0267-0267_seq_F2.ab1(23>1316)
1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520
GCGAATGTCACTTATTATGATACGACAGTAGTATTTCATCAGGATCCCGAATACCTGTCTCCCTACAGAACAGTTG
GCGAATGTCACTTATTATGATACGACAGTAGTATTTCATCAGGATCCCGAATACCTGTCTCCCTACAGAACAGTTGKO_0267(1>5034)
GCGAATGTCACTTATTATGATACGACAGTAGTATTTCATCAGGATCCCGAATACCTGTCTCCCTACAGAACAGTTG
KO_0267-Km_inv_F.ab1(24>1235)
GCGAATGTCACTTATTATGATACGACAGTAGTATTTCATCAGGATCCCGAATACCTGTCTCCCTACAGAACAGTTG
KO_0267-0267_seq_F2.ab1(23>1316)
1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590
TGCACAGCCGTTTTGATGGGACTCAATCAGCAAACACCATGTGCAAACCATGGAAATTTAATAAAGATGAAATACC
TGCACAGCCGTTTTGATGGGACTCAATCAGCAAACACCATGTGCAAACCATGGAAATTTAATAAAGATGAAATACCKO_0267(1>5034)
TGCACAGCCGTTTTGATGGGACTCAATCAGCAAACACCATGTGCAAACCATGGAAATTTAATAAAGATGAAATACC
KO_0267-Km_inv_F.ab1(24>1235)
TGCACAGCCGTTTTGATGGGACTCAATCAGCAAACACCATGTGCAAACCATGGAAATTTAATAAAGATGAAATACC
KO_0267-0267_seq_F2.ab1(23>1316)
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1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670
CATAATGAAAACCTGGGTTTTGCCTGGGCAAGAAATGCCTAAAAACGTACTGAGAGAAGTTCATTACAAACACCCG
CATAATGAAAACCTGGGTTTTGCCTGGGCAAGAAATGCCTAAAAACGTACTGAGAGAAGTTCATTACAAACACCCGKO_0267(1>5034)
CATAATGAAAACCTGGGTTTTGCCTGGGCAAGAAATGCCTAAAAACGTACTGAGAGAAGTTCATTACAAACACCCG
KO_0267-Km_inv_F.ab1(24>1235)
CATAATGAAAACCTGGGTTTTGCCTGGGCAAGAAATGCCTAAAAACGTACTGAGAGAAGTTCATTACAAACACCCG
KO_0267-0267_seq_F2.ab1(23>1316)
1680 1690 1700 1710 1720 1730 1740
GTCATGGATAAAAATTACTACGAAGCACAGCAAGCCTTGCATGCAGCACAAGGTGAGGCCGGGTTATGGCATGGCG
GTCATGGATAAAAATTACTACGAAGCACAGCAAGCCTTGCATGCAGCACAAGGTGAGGCCGGGTTATGGCATGGCGKO_0267(1>5034)
GTCATGGATAAAAATTACTACGAAGCACAGCAAGCCTTGCATGCAGCACAAGGTGAGGCCGGGTTATGGCATGGCG
KO_0267-Km_inv_F.ab1(24>1235)
GTCATGGATAAAAATTACTACGAAGCACAGCAAGCCTTGCATGCAGCACAAGGTGAGGCCGGGTTATGGCATGGCG
KO_0267-0267_seq_F2.ab1(23>1316)
1750 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820
GTATTCTTGCTGGATTTAATGATTCACATGAAAGTGGTGTTACAGCAGCATTACAAGTTGCTGCCCAATTGAATCA
GTATTCTTGCTGGATTTAATGATTCACATGAAAGTGGTGTTACAGCAGCATTACAAGTTGCTGCCCAATTGAATCAKO_0267(1>5034)
GTATTCTTGCTGGATTTAATGATTCACATGAAAGTGGTGTTACAGCAGCATTACAAGTTGCTGCCCAATTGAATCA
KO_0267-Km_inv_F.ab1(24>1235)
GTATTCTTGCTGGATTTAATGATTCACATGAAAGTGGTGTTACAGCAGCATTACAAGTTGCTGCCCAATTGAATCA
KO_0267-0267_seq_F2.ab1(23>1316)
1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900
GCGAGAGCATTGTTTAGATAAAAATGAACGTCTCGCGCTATTCCCTCATATACTTGACTCTGTCCTATCTTCAAAA
GCGAGAGCATTGTTTAGATAAAAATGAACGTCTCGCGCTATTCCCTCATATACTTGACTCTGTCCTATCTTCAAAAKO_0267(1>5034)
GCGAGAGCATTGTTTAGATAAAAATGAACGTCTCGCGCTATTCCCTCATATACTTGACTCTGTCCTATCTTCAAAA
KO_0267-Km_inv_F.ab1(24>1235)
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1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900
GCGAGAGCATTGTTTAGATAAAAATGAACGTCTCGCGCTATTCCCTCATATACTTGACTCTGTCCTATCTTCAAAA
GCGAGAGCATTGTTTAGATAAAAATGAACGTCTCGCGCTATTCCCTCATATACTTGACTCTGTCCTATCTTCAAAA
KO_0267-0267_seq_F2.ab1(23>1316)
1910 1920 1930 1940 1950 1960 1970
TTGTCTACAGATATGAGGGTGGAGGTTGCAGCAGTAGCCGCCTATCCTTCAATGCCATAAACCTGACATCGGTTAT
TTGTCTACAGATATGAGGGTGGAGGTTGCAGCAGTAGCCGCCTATCCTTCAATGCCATAAACCTGACATCGGTTATKO_0267(1>5034)
TTGTCTACAGATATGAGGGTGGAGGTTGCAGCAGTAGCCGCCTATCCTTCAATGCCATAAACCTGACATCGGTTAT
KO_0267-Km_inv_F.ab1(24>1235)
TTGTCTACAGATATGAGGGTGGAGGTTGCAGCAGTAGCCGCCTATCCTTCAATGCCATAAACCTGACATCGGTTAT
KO_0267-0267_seq_F2.ab1(23>1316)
1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050
TCTTTGGCAATATCTATTAAATTGATATCGCTCTCAAGGACAAATTGAGAGCGATAATTGTGGATCTGATTTTAAA
TCTTTGGCAATATCTATTAAATTGATATCGCTCTCAAGGACAAATTGAGAGCGATAATTGTGGATCTGATTTTAAAKO_0267(1>5034)
TCTTTGGCAATATCTATTAAATTGATATCGCTCTCAAGGACAAATTGAGAGCGATAATTGTGGATCTGATTTTAAA
KO_0267-Km_inv_F.ab1(24>1235)
TCTTTGGCAATATCTATTAAATTGATATCGCTCTCAAGGACAAATTGAGAGCGATAATTGTGGATCTGATTTTAAA
KO_0267-0267_seq_F2.ab1(23>1316)
2060 2070 2080 2090 2100 2110 2120
TTTTCTTGCGACAATAGAGGCCAGATTTAAACTCTGCAGATCAAGGAAAATGAACAGTTGGCATTCAAGATTCAAG
TTTTCTTGCGACAATAGAGGCCAGATTTAAACTCTGCAGATCAAGGAAAATGAACAGTTGGCATTCAAGATTCAAGKO_0267(1>5034)
TTTTCTTGCGACAATAGAGGCCAGATTTAAACTCTGCAGATCAAGGAAAATGAACAGTTGGCATTCAAGATTCAAG
KO_0267-Km_inv_F.ab1(24>1235)
TTTTCTTGCGACAATAGAGGCCAGATTTAAACTCTGCAGATCAAGGAAAATGAACAGTTGGCATTCAAGATTCAAG
KO_0267-0267_seq_F2.ab1(23>1316)
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2130 2140 2150 2160 2170 2180 2190 2200
CTCTGGCTCCAAAAGCGCATTGATTTTTACTCAGATTACTTTATAGTGAGTTTTTCTTTAAACGCTTAATTCTTTG
CTCTGGCTCCAAAAGCGCATTGATTTTTACTCAGATTACTTTATAGTGAGTTTTTCTTTAAACGCTTAATTCTTTGKO_0267(1>5034)
CTCTGGCTCCAAAAGCGCATTGATTTTTACTCAGATTACTTTATAGTGAGTTTTTCTTTAAACGCTTAATTCTTTG
KO_0267-Km_inv_F.ab1(24>1235)
CTCTGGCTCCAAAAGCGCATTGATTTTTACTCAGATTACTTTATAGTGAGTTTTTCTTTAAACGCTTAATTCTTTG
KO_0267-0267_seq_F2.ab1(23>1316)
2210 2220 2230 2240 2250 2260 2270 2280
AATGGATTTCATTTTATGAGCCATATTCAACGGGAAACGTCTTGCTCGAGGCCGCGATTAAATT-CCAACATGGAT
AATGGATTTCATTTTATGAGCCATATTCAACGGGAAACGTCTTGCTCGAGGCCGCGATTAAATT-CCAACATGGATKO_0267(1>5034)
AATGGATTTCATTTTATGAGCCATATTCAACGGGAAACGTCTTGCTCGAGGCCGCGATTAAATTTCC
KO_0267-Km_inv_F.ab1(24>1235)
AATGGATTTCATTTTATGAGCCATATTCAACGGGAAACGTCTTGCTCGAGGCCGCGATTAAATT-CCAACATGGAT
KO_0267-0267_seq_F2.ab1(23>1316)
2290 2300 2310 2320 2330 2340 2350
GCTGATTTATATGGGTATAAATGGGCTCGCGATAATGTCGGGCAATCAGGTGCGACAATCTATCGATTGTATGGGA
GCTGATTTATATGGGTATAAATGGGCTCGCGATAATGTCGGGCAATCAGGTGCGACAATCTATCGATTGTATGGGAKO_0267(1>5034)
GCTGATTTATATGGGTATAAATGGGCTCGCGATAATGTCGGGCAATCAGGTGCGACAATCTATCGATTGTATGGGA
KO_0267-0267_seq_F2.ab1(23>1316)
2360 2370 2380 2390 2400 2410 2420 2430
AGCCCGATGCGCCAGAGTTGTTTCTGAAACATGGCAAAGGTAGCGTTGCCAATGATSTTACAGATGAGATGGTCAG
AGCCCGATGCGCCAGAGTTGTTTCTGAAACATGGCAAAGGTAGCGTTGCCAATGATCTTACAGATGAGATGGTCAGKO_0267(1>5034)
AGCCCGATGCGCCAGAGTTGTTTCTGAAACATGGCAAAGGTAGCGTTGCCAATGATGTTACAGATGAGATGGTCAG
KO_0267-0267_seq_F2.ab1(23>1316)
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2440 2450 2460 2470 2480 2490 2500
ACTAAACTGGCTGACGGAATTTATGCCTCTTCCGACCATCAAGCATTTTATCCGTACTCCT-ggATGATGCATGGT
ACTAAACTGGCTGACGGAATTTATGCCTCTTCCGACCATCAAGCATTTTATCCGTACTCCT-G-ATGATGCATGGTKO_0267(1>5034)
ACTAAACTGGCTGACGGAATTTATGCCTCTTCCGACCATCAAGCATTTTATCCGTACTCCT--GATGATGCATGGT
KO_0267-0267_seq_F2.ab1(23>1316)
ACAATTTTATCCGTACTCCCCGGAGGAGGCAAGGT
KO_0267-0267_seq_R2.ab1(22>1317)
2510 2520 2530 2540 2550 2560 2570 2580
T-ACTCACCACT-GCGATCCCCGGGAAAACAG-CATTCC-AGGKATTAGAA-GAATATcCCTGATTCAGGTgGAAA
T-ACTCACCACT-GCGATCCCCGGGAAAACAG-CATTCC-AGGTATTAGAA-GAATAT-CCTGATTCAGGT-GAAAKO_0267(1>5034)
T-ACTCACCACT-GCGATCCCCGGGAAAACAG-CATTCC-AGGGATTAGAA-GAATATCCTTGATTCAGGTGAAAA
KO_0267-0267_seq_F2.ab1(23>1316)
TTATTCACCACTTGGGTTCCTCGGGGAAACAGGCATTCCCAGGTTTTGGAAAGAATATCCCTGATTCAGGTGGAAA
KO_0267-0267_seq_R2.ab1(22>1317)
2590 2600 2610 2620 2630 2640 2650 2660
ATaTTGTTGATGCGCTGGC-AGTGTTCCtTGCGCCGGTTGCATTCGA-TTCCTG-TTTGTAAWTGTCCTTTTAACA
ATATTGTTGATGCGCTGGC-AGTGTTCC-TGCGCCGGTTGCATTCGA-TTCCTG-TTTGTAATTGTCCTTTTAACAKO_0267(1>5034)
AT-TTGTTGAAGCCCTGGC-AATGTTCCCTGCCCCGGTTGCATTCCAATTCCTGGTTTGAATTTGCCCTTTTAACA
KO_0267-0267_seq_F2.ab1(23>1316)
ATATTGTTGATGCGCTGGCCAGTGTTCCTTGCGCCGGTTGCATTCGA-TTCCTG-TTTGTAAATGTCCTTTTAACA
KO_0267-0267_seq_R2.ab1(22>1317)
2670 2680 2690 2700 2710 2720 2730
GCGATCGCGTATTTCGTCTCGYTCAGGCGCAATCACGAATGAATAACGGTTTGGTTGATGCGAGTGATTTTGATGA
GCGATCGCGTATTTCGTCTCGCTCAGGCGCAATCACGAATGAATAACGGTTTGGTTGATGCGAGTGATTTTGATGAKO_0267(1>5034)
GCGATCGCGTATTTCGTCTCGTTCAGGCGCAATCACGAATGAATAACGGTTTGGTTGATGCGAGTGATTTTGATGA
KO_0267-0267_seq_R2.ab1(22>1317)
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2740 2750 2760 2770 2780 2790 2800 2810
CGAGCGTAATGGCTGGCCTGTTGAACAAGTCTGGAAAGAAATGCATAAGCTTTTGCCATTCTCACCGGATTCAGTC
CGAGCGTAATGGCTGGCCTGTTGAACAAGTCTGGAAAGAAATGCATAAGCTTTTGCCATTCTCACCGGATTCAGTCKO_0267(1>5034)
CGAGCGTAATGGCTGGCCTGTTGAACAAGTCTGGAAAGAAATGCATAAGCTTTTGCCATTCTCACCGGATTCAGTC
KO_0267-0267_seq_R2.ab1(22>1317)
2820 2830 2840 2850 2860 2870 2880
GTCACTCATGGTGATTTCTCACTTGATAACCTTATTTTTGACGAGGGGAAATTAATAGGTTGTATTGATGTTGGAC
GTCACTCATGGTGATTTCTCACTTGATAACCTTATTTTTGACGAGGGGAAATTAATAGGTTGTATTGATGTTGGACKO_0267(1>5034)
GTCACTCATGGTGATTTCTCACTTGATAACCTTATTTTTGACGAGGGGAAATTAATAGGTTGTATTGATGTTGGAC
KO_0267-0267_seq_R2.ab1(22>1317)
2890 2900 2910 2920 2930 2940 2950 2960
GAGTCGGAATCGCAGACCGATACCAGGATCTTGCCATCCTATGGAACTGCCTCGGTGAGTTTTCTCCTTCATTACA
GAGTCGGAATCGCAGACCGATACCAGGATCTTGCCATCCTATGGAACTGCCTCGGTGAGTTTTCTCCTTCATTACAKO_0267(1>5034)
GAGTCGGAATCGCAGACCGATACCAGGATCTTGCCATCCTATGGAACTGCCTCGGTGAGTTTTCTCCTTCATTACA
KO_0267-0267_seq_R2.ab1(22>1317)
2970 2980 2990 3000 3010 3020 3030 3040
GAAACGGCTTTTTCAAAAATATGGTATTGATAATCCTGATATGAATAAATTGCAGTTTCATTTGATGCTCGATGAG
GAAACGGCTTTTTCAAAAATATGGTATTGATAATCCTGATATGAATAAATTGCAGTTTCATTTGATGCTCGATGAGKO_0267(1>5034)
GAAACGGCTTTTTCAAAAATATGGTATTGATAATCCTGATATGAATAAATTGCAGTTTCATCTGATGCTCGATGAG
KO_0267-0267_seq_R2.ab1(22>1317)
3050 3060 3070 3080 3090 3100 3110
TTTTTCTAAGCATGATTTTTCCAGTTGGGGCCTCACTAAATCAGGCAGGATATTGATTTGAGGTCCCTAGGGTCAG
TTTTTCTAAGCATGATTTTTCCAGTTGGGGCCTCACTAAATCAGGCAGGATATTGATTTGAGGTCCCTAGGGTCAGKO_0267(1>5034)
TTTTTCTAAGCATGATTTTTCCAGTTGGGGCCTCACTAAATCAGGCAGGATATTGATTTGAGGTCCCTAGGGTCAG
KO_0267-0267_seq_R2.ab1(22>1317)
TGGGGCCTCACTAAATCAGGCAGGATATTGATTTGAGGTCCCTAGGGTCAG
KO_0267-Km_inv_R.ab1(14>1305)
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3120 3130 3140 3150 3160 3170 3180 3190
TTTTGCAGAATTTCCCAATGTAAAAGCTTGTAAAAACAACGAATGTTTATTGAGATTTGGAAAACAGATATATGTT
TTTTGCAGAATTTCCCAATGTAAAAGCTTGTAAAAACAACGAATGTTTATTGAGATTTGGAAAACAGATATATGTTKO_0267(1>5034)
TTTTGCAGAATTTCCCAATGTAAAAGCTTGTAAAAACAACGAATGTTTATTGAGATTTGGAAAACAGATATATGTT
KO_0267-0267_seq_R2.ab1(22>1317)
TTTTGCAGAATTTCCCAATGTAAAAGCTTGTAAAAACAACGAATGTTTATTGAGATTTGGAAAACAGATATATGTT
KO_0267-Km_inv_R.ab1(14>1305)
3200 3210 3220 3230 3240 3250 3260
GAAGGGCTTAAAGGTCATTGATCTGAGTACGGTTCTTGCAGGGCCCTCTGTAGGCACTTTTTTTGCCGAGTTAGGT
GAAGGGCTTAAAGGTCATTGATCTGAGTACGGTTCTTGCAGGGCCCTCTGTAGGCACTTTTTTTGCCGAGTTAGGTKO_0267(1>5034)
GAAGGGCTTAAAGGTCATTGATCTGAGTACGGTTCTTGCAGGGCCCTCTGTAGGCACTTTTTTTGCCGAGTTAGGT
KO_0267-0267_seq_R2.ab1(22>1317)
GAAGGGCTTAAAGGTCATTGATCTGAGTACGGTTCTTGCAGGGCCCTCTGTAGGCACTTTTTTTGCCGAGTTAGGT
KO_0267-Km_inv_R.ab1(14>1305)
3270 3280 3290 3300 3310 3320 3330 3340
GCTTCAGTTGTTAAAATTGAACATCCTGTGCATAAGGATGTGACAAGAACATGGAAACT--CCCAGGAGAGGATCC
GCTTCAGTTGTTAAAATTGAACATCCTGTGCATAAGGATGTGACAAGAACATGGAAACT--CCCAGGAGAGGATCCKO_0267(1>5034)
GCTTCAGTTGTTAAAATTGAACATCCTGTGCATAAGGATGTGACAAGAACATGGAAACT--CCCAGGAGAGGATCC
KO_0267-0267_seq_R2.ab1(22>1317)
GCTTCAGTTGTTAAAATTGAACATCCTGTGCATAAGGATGTGACAAGAACATGGAAACT--CCCAGGAGAGGATCC
KO_0267-Km_inv_R.ab1(14>1305)
G-GCCCAGGACCTGGGAACTTTCCCAGGAGGGGTCCC
KO_0267-0267_seq_R1.ab1(5>1316)
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3350 3360 3370 3380 3390 3400 3410 3420
TCATTCTGAGATTTCAGCTTATTTTGCCAGTGTTAATTTCGGAAA-GGACTATTTGTTTTTAGATCTCATGAAGGA
TCATTCTGAGATTTCAGCTTATTTTGCCAGTGTTAATTTCGGAAA-GGACTATTTGTTTTTAGATCTCATGAAGGAKO_0267(1>5034)
TCATTCTGAGATTTCAGCTTATTTTGCCAGTGTTAATTTCGGAAA-GGACTATTTGTTTTTAGATCTCATGAAGGA
KO_0267-0267_seq_R2.ab1(22>1317)
TCATTCTGAGATTTCAGCTTATTTTGCCAGTGTTAATTTCGGAAA-GGACTATTTGTTTTTAGATCTCATGAAGGA
KO_0267-Km_inv_R.ab1(14>1305)
TCATTTTGGAATTTCAGCTTATTTTGCCAGGTTTAATTTCGGAAAAGGCTTATTTGTTTTTAGATCTCATGAAGGA
KO_0267-0267_seq_R1.ab1(5>1316)
3430 3440 3450 3460 3470 3480 3490
AGAGGATTATCTCTGTTTCCTTAACCTTATTGCAGAAGC-AGATATTTTAATTATGAATTTTAAAAAGGGAGATGA
AGAGGATTATCTCTGTTTCCTTAACCTTATTGCAGAAGC-AGATATTTTAATTATGAATTTTAAAAAGGGAGATGAKO_0267(1>5034)
AGAGGATTATCTCTGTTTCCTTAACCTTATTGCAGAAGC-AGATATTTTAATTATGAATTTTAAAAAGGGAGATGA
KO_0267-0267_seq_R2.ab1(22>1317)
AGAGGATTATCTCTGTTTCCTTAACCTTATTGCAGAAGC-AGATATTTTAATTATGAATTTTAAAAAGGGAGATGA
KO_0267-Km_inv_R.ab1(14>1305)
AGAGGATTATCTCTGTTTCCTTAACCTTATTGCAGAAGCCAGATTTTTTAATTTTGAATTTTAAAAAGGGAGATGC
KO_0267-0267_seq_R1.ab1(5>1316)
3500 3510 3520 3530 3540 3550 3560 3570
CATAAAGCTACGAATACAAGCCGATCATCTTC-TCAGTATAAACCCGCGCCTAATTATCGGAAAAATCAATGGTTA
CATAAAGCTACGAATACAAGCCGATCATCTTC-TCAGTATAAACCCGCGCCTAATTATCGGAAAAATCAATGGTTAKO_0267(1>5034)
CATAAAGCTACGAATACAAGCCGATCATCTTC-TCAGTATAAACCCGCGCCTAATTATCGGAAAAATCAATGGTTA
KO_0267-0267_seq_R2.ab1(22>1317)
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3500 3510 3520 3530 3540 3550 3560 3570
CATAAAGCTACGAATACAAGCCGATCATCTTC-TCAGTATAAACCCGCGCCTAATTATCGGAAAAATCAATGGTTA
CATAAAGCTACGAATACAAGCCGATCATCTTC-TCAGTATAAACCCGCGCCTAATTATCGGAAAAATCAATGGTTA
KO_0267-Km_inv_R.ab1(14>1305)
CATAAAGCTACGAATCCAAGCCGATCATCTTTTTCAGTATAAACCCGCGCCTAATTATCGGAAAAATCAATGGTTA
KO_0267-0267_seq_R1.ab1(5>1316)
3580 3590 3600 3610 3620 3630 3640
TGGTGAAGAAAGCGAGCGCGTTGCCTATGATCTTGTTCTCCAGGGTGAAAGCGGTTTTATGTCAATCAATGGGACA
TGGTGAAGAAAGCGAGCGCGTTGCCTATGATCTTGTTCTCCAGGGTGAAAGCGGTTTTATGTCAATCAATGGGACAKO_0267(1>5034)
TGGTGAAGAAAGCGAGCGCGTTGCCTATGATCTTGTTCTCCAGGGTGAAAGCGGTTTTATGTCAATCAATGGGACA
KO_0267-0267_seq_R2.ab1(22>1317)
TGGTGAAGAAAGCGAGCGCGTTGCCTATGATCTTGTTCTCCAGGGTGAAAGCGGTTTTATGTCAATCAATGGGACA
KO_0267-Km_inv_R.ab1(14>1305)
TGGTGAAGAAAGCGAGCGCGTTGCCTATGATCTTGTTTTCCAGGGTGAAAGCGGTTTTATGTCAATCAATGGGACA
KO_0267-0267_seq_R1.ab1(5>1316)
3650 3660 3670 3680 3690 3700 3710 3720
CCTGACAGCGGCCCAGTTAAAATGCCTGTCGCTCTAATCGATGTCCTCGCAGCTCACCACCTGAAAGAGGCTATCC
CCTGACAGCGGCCCAGTTAAAATGCCTGTCGCTCTAATCGATGTCCTCGCAGCTCACCACCTGAAAGAGGCTATCCKO_0267(1>5034)
CCTGACAGCGGCCCAGTTAAAATGCCTGTCGCTCTAATCGATGTCCTCGCAGCTCACCACCTGAAAGAGGCTATCC
KO_0267-0267_seq_R2.ab1(22>1317)
CCTGACAGCGGCCCAGTTAAAATGCCTGTCGCTCTAATCGATGTCCTCGCAGCTCACCACCTGAAAGAGGCTATCC
KO_0267-Km_inv_R.ab1(14>1305)
CCTGACAGCGGCCCAGTTAAAATGCCTGTCGCTCTAATCGATGTCCTCGCAGCTCACCACCTGAAAGAGGCTATCC
KO_0267-0267_seq_R1.ab1(5>1316)
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3730 3740 3750 3760 3770 3780 3790 3800
TTCTGGCTCTCTACAATCGGGAAAAAAGCGGGAAAGGCAAGGTTGTCT-CTGTTTCACTTTATGATGCAGCTGTCA
TTCTGGCTCTCTACAATCGGGAAAAAAGCGGGAAAGGCAAGGTTGTCT-CTGTTTCACTTTATGATGCAGCTGTCAKO_0267(1>5034)
TTCTGGCTCTCTACAATCGGGAAAAAAGCGGGAAAGGCAAGGT-GTCTTCTGT
KO_0267-0267_seq_R2.ab1(22>1317)
TTCTGGCTCTCTACAATCGGGAAAAAAGCGGGAAAGGCAAGGTTGTCT-CTGTTTCACTTTATGATGCAGCTGTCA
KO_0267-Km_inv_R.ab1(14>1305)
TTCTGGCTCTCTACAATCGGGAAAAAAGCGGGAAAGGCAAGGTTGTCT-CTGTTTCACTTTATGATGCAGCTGTCA
KO_0267-0267_seq_R1.ab1(5>1316)
3810 3820 3830 3840 3850 3860 3870
GCAGTCTTGTCAATCAGGCATCTAATTACTTGATGACTGGGCAGGTGCCGCAGCGTATCGGTTCACTGCATCCAAA
GCAGTCTTGTCAATCAGGCATCTAATTACTTGATGACTGGGCAGGTGCCGCAGCGTATCGGTTCACTGCATCCAAAKO_0267(1>5034)
GCAGTCTTGTCAATCAGGCATCTAATTACTTGATGACTGGGCAGGTGCCGCAGCGTATCGGTTCACTGCATCCAAA
KO_0267-Km_inv_R.ab1(14>1305)
GCAGTCTTGTCAATCAGGCATCTAATTACTTGATGACTGGGCAGGTGCCGCAGCGTATCGGTTCACTGCATCCAAA
KO_0267-0267_seq_R1.ab1(5>1316)
3880 3890 3900 3910 3920 3930 3940 3950
TATCGCTCCCTATGGCGAATTGTTCCGTACAGATGATGCTGCGCTTATTATCTTGGCTATAGGTTCTGATAGGCAT
TATCGCTCCCTATGGCGAATTGTTCCGTACAGATGATGCTGCGCTTATTATCTTGGCTATAGGTTCTGATAGGCATKO_0267(1>5034)
TATCGCTCCCTATGGCGAATTGTTCCGTACAGATGATGCTGCGCTTATTATCTTGGCTATAGGTTCTGATAGGCAT
KO_0267-Km_inv_R.ab1(14>1305)
TATCGCTCCCTATGGCGAATTGTTCCGTACAGATGATGCTGCGCTTATTATCTTGGCTATAGGTTCTGATAGGCAT
KO_0267-0267_seq_R1.ab1(5>1316)
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3960 3970 3980 3990 4000 4010 4020
TTTGCAAAACTATGCGCTGTCCTTGGGCTAAACGATTTGCCGGATAATGATGAATTTAAGCACAATCAAAACAGGG
TTTGCAAAACTATGCGCTGTCCTTGGGCTAAACGATTTGCCGGATAATGATGAATTTAAGCACAATCAAAACAGGGKO_0267(1>5034)
TTTGCAAAACTATGCGCTGTCCTTGGGCTAAACGATTTGCCGGATAATGATGAATTTAAGCACAATCAAAACAGGG
KO_0267-Km_inv_R.ab1(14>1305)
TTTGCAAAACTATGCGCTGTCCTTGGGCTAAACGATTTGCCGGATAATGATGAATTTAAGCACAATCAAAACAGGG
KO_0267-0267_seq_R1.ab1(5>1316)
4030 4040 4050 4060 4070 4080 4090 4100
TAAGGAACCGAGAAAAGCTCGCTTTATTAATTGCTGAACAAACAGCGAAATGGCAAAGTAACAAGCTTCTCGAACT
TAAGGAACCGAGAAAAGCTCGCTTTATTAATTGCTGAACAAACAGCGAAATGGCAAAGTAACAAGCTTCTCGAACTKO_0267(1>5034)
TAAGGAACCGAGAAAAGCTCGCTTTATTAATTGCTGAACAAACAGCGAAATGGCAAAGTAACAAGCTTCTCGAACT
KO_0267-Km_inv_R.ab1(14>1305)
TAAGGAACCGAGAAAAGCTCGCTTTATTAATTGCTGAACAAACAGCGAAATGGCAAAGTAACAAGCTTCTCGAACT
KO_0267-0267_seq_R1.ab1(5>1316)
4110 4120 4130 4140 4150 4160 4170 4180
GTTGCACAGTGAAAATGTTCCAGCTGGGAAAATTATGGATCTCAAGGACGTTTTCGATGATGAGCGTGCGAAATCT
GTTGCACAGTGAAAATGTTCCAGCTGGGAAAATTATGGATCTCAAGGACGTTTTCGATGATGAGCGTGCGAAATCTKO_0267(1>5034)
GTTGCACAGTGAAAATGTTCCAGCTGGGAAAATTATGGATCTCAAGGACGTTTTCGATGATGAGCGTGCGAAATCT
KO_0267-Km_inv_R.ab1(14>1305)
GTTGCACAGTGAAAATGTTCCAGCTGGGAAAATTATGGATCTCAAGGACGTTTTCGATGATGAGCGTGCGAAATCT
KO_0267-0267_seq_R1.ab1(5>1316)
4190 4200 4210 4220 4230 4240 4250
CTCATTCGAAAGGAACTCATCGGCGATATTACCACGG-CGCGTGTTACAT-CGGTTGTTTTTAAATAGA-TTAGG-
CTCATTCGAAAGGAACTCATCGGCGATATTACCACGG-CGCGTGTTACAT-CGGTTGTTTTTAAATAGA-TTAGG-KO_0267(1>5034)
CTCATTCGAAAGGAACTCATCGGCGATATTACCACGGGCGCGGGTTACATCCGGTTGTTTTTAAATAAAATTAGGG
KO_0267-Km_inv_R.ab1(14>1305)
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4190 4200 4210 4220 4230 4240 4250
CTCATTCGAAAGGAACTCATCGGCGATATTACCACGG-CGCGTGTTACAT-CGGTTGTTTTTAAATAGA-TTAGG-
CTCATTCGAAAGGAACTCATCGGCGATATTACCACGG-CGCGTGTTACAT-CGGTTGTTTTTAAATAGA-TTAGG-
KO_0267-0267_seq_R1.ab1(5>1316)
4260 4270 4280 4290 4300 4310 4320 4330
ACTTAT-CTAAAACCCTAATGTGGG-ccAGGGTTTAAAtTTTtGTATGCAAGAAAA-GCGAATATTT-CAAA-TGC
ACTTAT-CTAAAACCCTAATGTGGG--CAGGGTTTAAATTTT-GTATGCAAGAAAA-GCGAATATTT-CAAA-TGCKO_0267(1>5034)
ACTTATCCTAAAACCCTAATGGGGGGCCAGGGTTTAAATTTTTGTATGCAAAAAAAAGCGAAAATTTTCAAATTGC
KO_0267-Km_inv_R.ab1(14>1305)
ACTTAT-CTAAAACCCTAATGTGGG-C-AGGGTTTAAA-TTTTGTATGCAAGAAAA-GCGAATATTT-CAAA-TGC
KO_0267-0267_seq_R1.ab1(5>1316)
4340 4350 4360 4370 4380 4390 4400
AAATTTAAACTCTGCttCCAAATTGCGaaTTGCATAACGGTGCGCCCAAAAATGGCCTGGAATCCTAAGAGCCACG
AAATTTAAACTCTGC-TCCAAATTGCGA-TTGCATAACGGTGCGCCCAAAAATGGCCTGGAATCCTAAGAGCCACGKO_0267(1>5034)
AAATTTAAACTCTGGTTCCAAATTGCGAATT
KO_0267-Km_inv_R.ab1(14>1305)
AAATTTAAACTCTGCT-CCAAATTGCG-ATTGCATAACGGTGCGCCCAAAAATGGCCTGGAATCCTAAGAGCCACG
KO_0267-0267_seq_R1.ab1(5>1316)
4410 4420 4430 4440 4450 4460 4470 4480
ATTGTGGAGCGCCTAAAGACAAGCCCGTGGCTCAATAATTGAATTATTTACAAGCAATGTTTATTAGGATTCCTTT
ATTGTGGAGCGCCTAAAGACAAGCCCGTGGCTCAATAATTGAATTATTTACAAGCAATGTTTATTAGGATTCCTTTKO_0267(1>5034)
ATTGTGGAGCGCCTAAAGACAAGCCCGTGGCTCAATAATTGAATTATTTACAAGCAATGTTTATTAGGATTCCTTT
KO_0267-0267_seq_R1.ab1(5>1316)
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4490 4500 4510 4520 4530 4540 4550 4560
TCATACAAAGATTGGCGAAATAATATCTTAAATCAGAGACAAAGATATCCCCTTCATTTTCCATTACAAAGATTCT
TCATACAAAGATTGGCGAAATAATATCTTAAATCAGAGACAAAGATATCCCCTTCATTTTCCATTACAAAGATTCTKO_0267(1>5034)
TCATACAAAGATTGGCGAAATAATATCTTAAATCAGAGACAAAGATATCCCCTTCATTTTCCATTACAAAGATTCT
KO_0267-0267_seq_R1.ab1(5>1316)
4570 4580 4590 4600 4610 4620 4630
TTCAGGTTGCAATTCAAGATAATTGGATGCCTTCAGAATGGAGTAATAAAaCTGAAaCCCGCATAGgAGAAAaTCC
TTCAGGTTGCAATTCAAGATAATTGGATGCCTTCAGAATGGAGTAATAAA-CTGAA-CCCGCATAGGAGAAAATCCKO_0267(1>5034)
TTCAGGTTGCAATTCAAGATAATTGGATGCCTTCAGAATGGAGTAATAAAACTGAAACCCGCATAG-AGAAA-TCC
KO_0267-0267_seq_R1.ab1(5>1316)
4640 4650 4660 4670 4680 4690 4700 4710
ATTTGTCGAAAAAGGGTAGAATCATATCAGGATCGTTAGAATAAAATCGTTGATAAATATCGGTGATTAATTCCTT
ATTTGTCGAAAAAGGGTAGAATCATATCAGGATCGTTAGAATAAAATCGTTGATAAATATCGGTGATTAATTCCTTKO_0267(1>5034)
4720 4730 4740 4750 4760 4770 4780
TCTCATGTCAAAATTGCTTTTAAAATAAAAATTGTTCCTATCTTGACGGTAAAGCATGAATGGTGTTTTATCAGGG
TCTCATGTCAAAATTGCTTTTAAAATAAAAATTGTTCCTATCTTGACGGTAAAGCATGAATGGTGTTTTATCAGGGKO_0267(1>5034)
4790 4800 4810 4820 4830 4840 4850 4860
TTGTTTTTTAAGCCCGCATTAAGATTCATCGATACAATGATGCCTTTGGCATTTTCAATTTGTAATGTTGTAGTAT
TTGTTTTTTAAGCCCGCATTAAGATTCATCGATACAATGATGCCTTTGGCATTTTCAATTTGTAATGTTGTAGTATKO_0267(1>5034)
4870 4880 4890 4900 4910 4920 4930 4940
TGAATAAATTGTATCCATTATATTCTTTCAGATAGTTTTTTAAATAATCCACAGCGTTATCTGTCAATGGATCGAA
TGAATAAATTGTATCCATTATATTCTTTCAGATAGTTTTTTAAATAATCCACAGCGTTATCTGTCAATGGATCGAAKO_0267(1>5034)
4950 4960 4970 4980 4990 5000 5010
ATAACTCTGAATAGAGAAATTTGTCGCATACTGTTCCGGATCATGCTCATCGAAGCCGCAGCTGACATAGGTGTTG
ATAACTCTGAATAGAGAAATTTGTCGCATACTGTTCCGGATCATGCTCATCGAAGCCGCAGCTGACATAGGTGTTGKO_0267(1>5034)
5020 5030 5040 5050 5060 5070 5080
TAAGTAAACAAATTAGGAGAAATTTTTTTTGAAAAGATTTGATCTATTTCATTTTCTACATCGT
TAAGTAAACAAATTAGGAGAAATTTTTTTTGAAAAGATTTGATCTATTTCATTTTCTACATCGTKO_0267(1>5034)
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